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Einwirkung von Licht auf Porphyrine. 
(II. Mitteilung”).] 
Von 


Hans Fischer und Helmut Bock”). 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1938.) 


Vor einiger Zeit berichteten wir’) iiber die EKinwirkung von 
Licht auf Proto-porphyrin-dimethylester und Dimethyl-proto- 
porphyrin-dimethylester. Es gelang, Belichtungskérper in krystalli- 
siertem Zustand zu isolieren. Nach der Reaktion mit Hydroxylamin 
kénnte es sich um die Entstehung einer Ketongruppe handeln, 
jedoch gelang es nicht, ein krystallisiertes Oxim zu erhalten. Im 
wesentlichen scheint es sich um den Eintritt von zwei Atomen 
Sauerstoff zu handeln, wobei auffallenderweise bei den gesittigten 
Derivaten der oben genannten Verbindungen die Lichtreaktion in 
viel geringerer Ausbeute eintrat, so daB hier die Isolierung der 
Belichtungskérper bis auf weiteres zuriickgestellt wurde. Die 
Versuche wurden neuerdings wieder aufgenommen, und zwar in 
pyridinischer Loésung unter Einleiten von Sauerstoft bei gleich- 
zeitiger Belichtung. Als Lichtquelle diente die Sonne und spiiter 
auch zwei 300 Watt-Lampen. Bestrahlung mit ultraviolettem Licht 
erwies sich als nicht vorteilhaft. Wiederum bestiitigte sich das gute 
Reagieren des Protoporphyrins. Durch Anwendung der chromato- 
graphischen Adsorptionsanalyse konnte eine weitere methodische 
Verbesserung erzielt werden. 

Bei der Belichtung von Proto-porphyrin-dimethylester mit 
Sonnenlicht konnte nun ein Trioxy-proto-porphyrin in krystallisiertem 
Zustand erhalten werden. Nachdem die Herren Dr. Josef Unter- 
zaucher und Karl Birger‘) eine Sauerstoffbestimmungsmethode 
ausgearbeitet haben, wurde von Herrn Birger auch die Sauerstoff- 





1) I. Mitt. Diese Z. 251, 85 (1938). 

*) Diss. Helmut Bock, Techn. Hochschule 1938. 

’) H. Fischer u. M. Dirr, Liebigs Ann. 501, 107 (1933). 
*) Ber. chem. Ges., Jahrg. 71, Heft 2, S. 249 (1938). 
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bestimmung durchgefthrt, und hiernach ergab sich eindeutig das 
Vorliegen eines Trioxy-proto-porphyrins bei Anwendung von Sonnen- 
licht. Bei der Belichtung mit Osramlampen dagegen entstand 
Dioxy-proto-porphyrin, bestitigt auf Grund der Resultate der 
Sauerstoffbestimmung. Auffallenderweise jedoch war der Schmelz- 
punkt des Trioxy-proto-porphyrin-diesters tibereinstimmend mit 
dem des friiher isolierten Dioxy-proto-porphyrins. Die Reaktion 
mit Diazoessigester verlief positiv, und so besteht doch noch 
immer die Mdglichkeit trotz chromatographischer Analyse, dab 
die Belichtungskérper nicht véllig einheitlich sind, womit auch 
erklirt werden kénnte, daB im Mischschmelzpunkt keine Depression 
vorhanden ist. Die Oxim-Reaktion verliuft positiv. Es zeigt sich 
die schon friiher beschriebene Labilitiit des eingetretenen Sauer- 


stoffs, indem schon bei der Komplexsalzbildung — z. B. mit 
Kupfer — eine Abminderung im Sauerstoffgehalt eintritt. Die 


Untersuchung des kupferfreien Grundkérpers ist zur Zeit im Gange. 

Uber die Konstitution des Trioxy-proto-porphyrins wollen wir 
keine weiteren Aussagen machen. Am wabhrscheinlichsten ist die 
Bildung von OH-Gruppen an den die Pyrrolkerne verbindenden 
Methin-Gruppen. Weitere Versuche miissen die Aufklirung bringen. 
Hindernd ist vor allem die Abhingigkeit vom Sonnenlicht und 
die verhiltnismaiBig schwere Zuginglichkeit des reinen Proto- 
porphyrins und seine leichte Veranderung an sich. Es wurden 
deshalb systematisch Versuche mit weiteren Porphyrinen angestellt, 
insbesondere mit dem leicht zuginglichen Atio-porphyrin I. Als 
Ausgangsmaterial fiir das Atio-porphyrin I diente Krypto-pyrrol, 
das bis jetzt aus 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol durch 
Reduktion nach Wolff-Kishner erhalten wurde. Neuerdings ge- 
winnen wir es durch katalytische Reduktion mit Raney- Nickel 
aus dem gleichen Material nach dem Vorgang von Signaigo und 
Adkins). Hierbei mu8 der Carbiithoxy-Rest dann nachtriglich 
abgespalten werden. Die weitere Gewinnung des Atio-porphyrins 
erfolgt dann aus dem Krypto-pyrrol in gewohnter Weise. Hierbei 
stellte es sich heraus, daB als Nebenprodukt ein bromhaltiges 
Atio-porphyrin entsteht. Das Brom konnte nach Reduktionsmethode 
von Busch®) sowie durch die Resorcinschmelze entfernt werden. 
Das bromfreie Porphyrin erwies sich als identisch mit einem friiher *) 


5) J. Amer. Chem. Soc. 58, 709 (1936). 
6) Z. angew. Chem. 38 521 (1925). 
7) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 466, 188 (1928). 
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gewonnenen Pyrro-itio-porphyrin (Tetra-methyl-triithyl-porphin). 
Die Bromierung des letzteren ergab ebenfalls Brom-pyrro-itio- 
porphyrin, welches sich mit dem obigen Material als identisch 
erwies. Kin schon krystallisiertes Kupfer- sowie Zinksalz bestiitigte 
weiterhin die Zusammensetzung. Auch gelang der Austausch des 
Broms gegen die Cyangruppe durch Umsetzung mit Kupfercyaniir 
in kochendem Chinolin’), Erkannt wurde die Umsetzung durch 
die charakteristische Verschiebung im spektroskopischen Befund. 
Durch Salzsiurefraktionierung liBt sich das Brom-pyrro-iitio- 
porphyrin leicht yon Atio-porphyrin trennen, und Brom-pyrro- 
porphyrin war leider auch bei dem in friiheren Belichtungs- 
versuchen !) verwandten Atio-porphyrin enthalten. Das S. 88 (a. a. O.) 
erwihnte Peroxyd ist kein Peroxyd sondern Brom-pyrro-itio- 
porphyrin. Fir die Betrachtung des Reaktionsmechanismus beim 
Ubergang der Porphyrine in bilirubinoide Farbstoffe ist deshalb 
auch die wahrscheinlichste Deutung die auf 8.91 beschriebene. 

Bei der Belichtung von Atio-porphyrin in Pyridin unter den 
oben genannten Bedingungen konnte ein schén krystallisierter 
K6érper vom Zersetzungspunkt 208° beobachtet werden, der ein 
Atom Sauerstoff enthilt und merkwiirdigerweise ein phylloerythrin- 
ahnliches Spektrum besaB. Auch er gab wieder die Hydroxylamin- 
Reaktion. Bei der Behandlung mit Pyridin—Methanol und Diazo- 
methan scheint Atio-porphyrin wieder regeneriert zu werden, wenn 
auch bei der Projektion tibereinander eine geringfiigige Verschiebung 
der Banden nach Rot Atio-porphyrin gegeniiber zu konstatieren war. 
Als Nebenprodukt wurde ein in feinen Nadeln krystallisierender 
Kérper beobachtet, ausgezeichnet durch ein Gehalt von drei Sauer- 
stoflatomen, auch festgestellt durch die Sauerstoffbestimmung. 
Die Untersuchung wird fortgesetzt. Pyrro- und Phyllo-porphyrin- 
dimethylester ergaben ebenfalls gut krystallisierte Dioxy-Kérper. 
Auch beim Meso-porphyrin konnte eine Aufnahme von zwei 
Atomen Sauerstoff nachgewiesen werden. Die Untersuchung der 
gut krystallisierten Kérper ist noch im Gange. Insbesondere 
werden die freien Porphyrine sowie ihre Komplexsalze auf ihre 
Stabilitit gegeniiber sauren und basischen Einwirkungen eingehend 
untersucht, da wir hoffen, auf diesem Wege Ubergangskérper von 
Porphyrinen zu Gallenfarbstoffen zu fassen. 

Zum SchluB beschreiben wir noch die Reaktion einiger 
Porphyrine mit Chlorsulfonsiure. Meso-porphyrin sowie Pyrro- 


8) H. Fischer u. O. Laubereau, Liebigs Ann. 535, 17 (1938). 
1* 
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porphyrin ergaben damit die schon friiher beschriebenen Rhodine’), 
d. h. es ist einfach eine Anhydrisierung zwischen einem Propion- 
siiurerest und einer Methingruppe eingetreten. Bei Atio-porphyrin 
ergab sich interessanterweise Tetrachlor-itio-porphyrin !°), das durch 
ein schén krystallisiertes Kupfer- und Kisensalz weiter charakteri- 
siert wurde. 


Versuche. 


Belichtung von Proto-porphyrin-dimethylester mit Sonnenlicht. 
2 g Protoporphyrinester werden in 1500 ccm Pyridin gelést und unter Durch- 
leiten von Luft 3'/, Stunden dem Sonnenlicht ausgesetzt. Die Reaktion 
kann spektroskopisch verfolgt werden. Die Reihenfolge der Intensitiiten 
iindert sich, das urspriingliche Protoporphyrinspektrum verschwindet, und 
es resultiert ein Produkt mit einer sehr hohen Rotbande bei 664 mu. Auch 
iiuBerlich ist der Fortgang der Reaktion an der Farbe der Lésung erkennbar. 
Sie geht allmihlich von Rot nach Braun iiber. Nach 3stiindigem Belichten, 
d. h. wenn in einer spektroskopischen Probe das Protospektrum ganz ver- 
schwunden ist, wird die Belichtung abgebrochen. Die pyridinische Lésung 
wird im Vakuum auf dem Wasserbad auf etwa 100 cem eingeengt. Man 
gieBt in mehreren Portionen in je 4 Liter Ather, wiischt das Pyridin mit 
verdiinnter Salzsiiure heraus. Etwa noch vorhandenes Protoporphyrin wird 
durch Ausschiitteln mit 5°/,iger HCl entfernt. Die Hauptmenge des Um- 
setzungsproduktes geht in 12°/,ige HCl. Man iiberfiihrt den Farbstoff in 
frischen Ather, wiederholt die Fraktionierung, zieht zur Entfernung etwa 
verseiften Porphyrins einmal mit verdiinnter Natronlauge aus und wischt 
mit Wasser griindlich neutral. Nach dem Filtrieren des Athers durch Falten- 
filter wird auf ein Volumen von etwa 30 ccm eingeengt. Das Oxyporphyrin 
krystallisiert in griin-durchscheinenden Balken mit abgerundeten Enden. 
Die Ausbeute betrigt je nach Versuchsbedingungen 10—20°/,. Zur Analyse 
wird aus Pyridin—Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 212°, 


4,120, 4,310 mg Subst. (bei 80° i. Hochy. getr.): 10,244, 10,670 mg CO,, 
2,311, 2,447 mg H,O. — 3,719 mg Subst.: 3,00 cem N, (24°, 722 mm). — 
3,580 mg Subst.: 2,630 mg AgJ. — 2,878 mg Subst.: 0,556 mg H,O. 

C,H g0,N, (638,3) 
Ber. C 67,68 H 6,00 N 8,78 017,55 OCH, 9,72 
Gef. ,, 67,81, 67,88  ,, 6,28, 6,34 ,, 8,81 yy 17,15 » 9,71. 


Spektrum in Pyridin—-Ather: 
I. 681,0—658,3; II. 621,6—606,7; —‘III. 571,4—555,8; 














669,6 614,2 563,6 
IV. 506,7—489,2; End-Abs. 457. 
498,0 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, III, II, IV. 





» H. Fischer u. J. H. Helberger, Liebigs Ann. 471, 285 (1929). 
1) H. Fischer u. W. Neumann, Liebigs Ann. 494, 233 (1932). 
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Spektrum in 20°/,iger Salzsiure: 
I. 659,6—639,8; II. 606,4—585,5; | Schatten bei 557,8. 
649,7 596,0 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 

Versuch zur Gewinnung des Kupfersalzes des Trioxy-proto- 
porphyrins. 100 mg Trioxy-proto-porphyrin-dimethylester werden in wenig 
Chloroform gelést und mit einer methylalkoholischen Liésung von Kupfer- 
acetat versetzt. Man erwiirmt einige Zeit auf dem Wasserbad. Nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Petrolither wurde das Kupfersalz 
in feinen Nadeln erhalten. 

3,310 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 7,369 mg CO,, 1,552 mg H,0, 
0,321 mg CuO. — 38,671 mg Subst.: 2,459 mg Ag. 


Cy sH,0,N,Cu (699,9) Ber. C 61,72 H 5,18 OCH, 8,86 Cu 9,08. 


C,,H3,0;N,Cu Ber. ,, 64,68 ,, 5,43 » 929 99 9,02 
Gef. ,, 64,21 ,, 5,55 » 885 4, 821. 








Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 671,8—657,0; II. 652,2—636,8; III. max. b. 566,6. 
664,5 644,5 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, III. 








Belichtung von Proto-porphyrin-dimethylester. Es wurden 
4 Proben Proto-porphyrin-dimethylester in Pyridin gelést und in weite 
Reagenzgliser derart eingeschmolzen, dai die darin enthaltene Luftmenge 
im Verhiltnis zum gelésten Porphyrin 1—4 Aquivalenten Sauerstoff entsprach. 
Die Gliiser wurden so lange dem Sonnenlicht ausgesetzt, bis das Spektrum 
des Protoporphyrins verschwunden war. Bei der Aufarbeit zeigte sich, daB 
in allen vier Fallen nur Trioxy-proto-porphyrin entstanden war. 


Belichtung von freiem Protoporphyrin. 2 g Protoporphyrin 
wurden in 5000 cem Pyridin gelést und in einer grofen Kiivette 12 Stunden 
unter Einleiten von Sauerstoff mit zwei 300 Wattlampen belichtet. Die 
pyridinische Lésung wurde auf dem Wasserbad im Vakuum eingeengt und 
wie beim ersten Belichtungsversuch iiber Ather aufgearbeitet. Das freie 
Oxyporphyrin besaB die Salzsiurezahl 8. Die itherische Lésung des freien 
Oxyporphyrins wurde mit Diazomethan verestert. Dabei stieg die Salz- - 
siurezah] auf 12. Das iiberschiissige Diazomethan wird mit verdiinnter 
HCl zerstért. Zur Entfernung etwa nicht veresterten Porphyrins wird ein- 
mal mit verdiinnter Natronlauge durchgeschiittelt und dann neutral gewaschen. 
Nach dem Trockenfiltrieren durch Faltenfilter und Einengen der iitherischen 
Lésung wurden 360 mg schon krystallisiertes Produkt erhalten. Zur Analyse 
wurde aus Pyridin—Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 221°. 


3,854, 4,825, 4,041 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 0,660, 0,801, 
0,711 mg H,0. 
Cy,H;,0,N, (638,3) Ber. O 17,55. 
CygHss0,N, (622,38) Ber. ,, 15,43 Gef. O 15,24, 14,74, 15,62. 
Das Spektrum des Dioxy-proto-porphyrin-dimethylesters ist mit dem 
des Trioxyderivates identisch. Die DEE.-Reaktion ist positiv. 
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Katalytische Hydrierung von Dioxy-proto-porphyrin-dimethy]- 
ester. 50 mg Dioxy-proto-porphyrinester werden in 20 cem Eisessig gelést 
und der katalytischen Hydrierung mit Palladium als Katalysator unterworfen. 
Die zuniichst reingriine Lésung wird nach einiger Zeit rot. 

Der HydrierungsprozeB wurde vor Bildung der Leukoverbindung ab- 
gebrochen. Der Katalysator wird abfiltriert und die essigsaure Lésung in 
Ather gebracht. Unterwirft man die iitherische Liésung der Fraktionierung, 
so liBt sich mit 2°/,iger HCl reines Mesoporphyrin entziehen, wie durch 
Ubereinanderprojektion der Spektren und durch Ubereinstimmung der Salz- 
siiurezahl festgestellt wurde. Ein Teil des Oxyporphyrins wird bei der 
Hydrierung allerdings zerstért, was sich an der Abscheidung von Flocken 
bei der Aufarbeit zu erkennen gibt. 


Katalytische Hydrierung in Aceton. 100 mg _ Dioxy-proto- 
porphyrinester werden in 20cem Aceton gelést und mit Palladium als 
Katalysator hydriert. Nach 24stiindiger Reaktionsdauer wird abgebrochen, 
der Katalysator abfiltriert und zur Reoxydation etwa 3 Tage an der Luft 
stehen gelassen. Bei der Aufarbeit iiber Ather-Salzsiiure erhiilt man neben 
einer geringen Menge Mesoporphyrin als Hauptprodukt Chlorin. Dieser 
Farbstoff ist mit Mesochlorin identisch, wie spektroskopisch einwandfrei 
festgestellt werden konnte. — Im Parallelversuch wurden 100 mg Proto- 
porphyrin-dimethylester unter den gleichen Bedingungen der katalytischen 
Hydrierung unterworfen. Neben unvyeriindertem Protoporphyrin wurde 
Mesoporphyrin erhalten. Eine Chlorinbildung konnte nicht beobachtet 
werden. 

Photo-Oxydation von Atioporphyrin. 4¢ Atioporphyrin wurden in 
8000 ccm Pyridin gelést und unter Einleiten yon Sauerstoff in einer groBen 
Kiivette, die mit Wasserkiihlung versehen war, 5 Tage mit zwei 300 Watt- 
Lampen belichtet. Das Pyridin wird durch Vakuumdestillation auf dem 
Wasserbad entfernt. Das Farbstoffgemisch wird in Ather gebracht und frak- 
tioniert. Drei Hauptfraktionen mit den Salzsiiurezahlen 8, 12, 16 wurden 
in der itiblichen Weise durch wiederholte Fraktionierung gereinigt. Die 
iitherische Lésung wird getrocknet und auf ein kleines Volumen abgedampft. 
Durch Stehenlassen der iitherischen Lésung der S8er- und 16er-Fraktion 
wurden keine Krystalle erhalten. Die Substanzen wurden deswegen durch 
Chromatographie gereinigt. Als Adsorptionsmittel diente Aluminiumoxyd. 
Entwickelt wurde mit Chloroform—Methylalkohol. Aus der Fraktion 8 wurde 
ein schén krystallisierender Kérper vom Zersetzungspunkt 208° erhalten. 


4,800 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 13,585 mg CO,, 3,155 mg 
H,O. — 2,315 mg Subst.: 0,237 eem N, (25°, 718 mm). 
Cs.H,,ON,' (494,3) Ber. C 17,68 H 7,7 

Gef. ,, 77,19 7,3 


5 N 11,83 
5 » tame. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 














I. 644,8—640,9; II. 594,8... 580,0—575,8; III. 559,9—549,3; 
642,9 577,9 554,5 
IV. 521,5--506,7;  End-Abs. 443. 
514,1 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, II, I. 
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Mit Hydroxylamin in Pyridin tritt Blauverschiebung des spektro- 
skopischen Befundes ein. Durch Einwirkung von Diazomethan wird folgender, 
spektroskopischer Befund erzeugt: 


I. 626,3—621,6 (Schatten bei 595,9); Il. 588,38... 571,7—567,7; 














624,1 569,7 
III. 537,8—526,2; IV. 505,6—488,2; End-Abs. 433. 
532,0 596,9 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, II, I. 
Gegeniiber Atioporphyrin sind die Banden minimal nach Rot verschoben. 
Die 16er-Fraktion erwies sich bei der chromatographischen Trennung 
als ein Gemisch. Der eine in feinen Nadeln krystallisierende Kérper besaf 
einen Schmelzpunkt von 259° (Ketochlorin). 
3,298 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,820 mg CO,, 1,955 mg H,O. — 
8,197 mg Subst.: 0,303 mg H,0O. 
C,.H,,03N, (526,3) Ber. ©7296 H7,28 O 9,12 
Gef. —_,, 73,05 5, 6,64 og 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 636,1—623,0 ... 617,4; IL. 605,0—600,7; III. 586,8 ... 575,8—571,9: 

















629,5 602,5 573,9 
IV. 547,7—532,8; V. 512,0—498,1; End-Abs. 437. 
540,3 505,1 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, V, ILI, II. 
Das zweite Porphyrin mit der Salzsiurezahl 16 zersetzt sich bei 203°. 
1,901 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 5,090 mg CO, 1,185 mg H,0O. 
Cs2.H,,0,N, (526,3) Ber. C 72,96 H 7,28 
Gef. ,, 72,68 » 6,94. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 647,4—641,3; II. 598,8—585,0; III. 570,5—558,7; IV. 540,3—533,2; 














644,3 (Schatten) 564,6 536,7 
V. 508,4—496,1; End-Abs. 447. 
502,3 


Reihenfolge der Intensititen: I, III, IV, V, II. 


Belichtung von Pyrroporphyrinmethylester. 1g Pyrroporphyrin- 
ester wird in 750 cem Pyridin gelést und unter Durchleiten von Luft etwa 
40 Stunden der Sonnenwirkung ausgesetzt. Nach der tiblichen Aufarbeitung 
itiber Ather-Salzsiure wird aus der 12er-Fraktion ein Porphyrin mit folgendem 
Spektrum erhalten. 

Spektrum in Pyridin—Ather: 


I. 663,6—631,1; II. 596,6—576,8; III. 538,9—523,9; IV. 509,0—484,5; 














647,3 586,7 531,5 496,3 
End-Abs. 440. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, II, IL. 












































HansFischer und Helmut Bock, 


Nach Chromatographie der dtherischen Lésung, die das Oxydations- 
produkt der Salzsiurefraktion 14 enthilt, wurde ebenfalls ein Oxyporphyrin 
erhalten. Es krystallisiert in haarfeinen Nadeln vom Schmelzp. 223°. 


1,085 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 2,790 mg CO, 0,696 mg H,0O. 
Cs.H,,0,N, (540,38) Ber. © 71,06 4H 6,72 
Gef. ,, 70,18 ,, 7,11. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 647,3—630,5; II. 588,6—578,4; III. 530,3—522,3; IV. 498,8—486,0; 
638,9 588,5 526,38 492.4 
End-Abs. 427. 
Reihenfolge der Intensitaten: I, III, IV, II. 


Die Oxydationsprodukte des Pyrroporphyrins geben beim Erhitzen mit 
Hy droxylaminchlorhydrat-Soda in Pyridin keine Oximverschiebung. Spektro- 
skopisch wurde auch das Auftreten des von H. Fischer, Gebhardt und 
Rothhaas"!) erhaltenen Dioxypyrroporphyrins (Ketonchlorin?) beobachtet. 

Photo-Oxydation von Mesoporphyrin-dimethylester. 1 g Mesoester 
wird in 1000 ccm Pyridin gelést und unter Wasserkiihlung in einer Kiivette 
mit Osramlampen bestrahlt. Nach 3tigigem Belichten unter fortwihrendem 
Einleiten von Sauerstoff wird der Versuch abgebrochen und die pyridinische 
Lésung auf dem Wasserbad im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Bei der Aufarbeitung iiber Salzsdure—Ather wurde schlieBlich als Hauptprodukt 
ein Oxyporphyrin mit der Salzsiurezahl 8 isoliert. Die schén ausgebildeten 
Prismen besitzen einen Schmelzpunkt von 189°. Zur Analyse wurde wieder- 
holt aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. Die Ausbeute an analysenreinem 
Material betrigt 22 mg. 

3,638 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 9,235 mg CO,, 2,114 mg 
H,O. — 3,510 mg Subst.: 0,271 ccm N, (24°, 726 mm). — 2,700 mg Subst.: 
1,975 mg AgJ. — 4,689 mg Subst.: 0,755 mg H,O. 
C,,H.,0,N, (626,4) Ber. C 68,97 H 6,76 N 8,95 O 15,33 OCH, 9,91 

Gef. ,, 69,23 ,, 6,50 ,, 848 ,, 1480 , 9,66. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 646,3—641,5; II. 5961... 581,6—576,8; III. 559,1—549,5 
643,9 579,2 554,3 
Schatten bei 538,2; IV. 519,7—505,0; | End-Abs. 439. 
512,3 
Reihenfolge der Intensititen: III, IV, II, I. 


Der Vollstindigkeit halber sei noch ein Porphyrin mit der Salzsiure- 
zahl 12 erwihnt. Es lést sich in Ather mit gelblich-roter Farbe. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 









































a 660,1—- 636,2 ; IT. 597,6—588,0 ; III. 559,3—548,6; 
648,1 ' §92,8 verwaschen 
IV. 539,2—527,8;  V. 508,8—487,2; _End-Abs. 444. 
verwaschen 498,0 


Reihenfolge der Intensititen: I, V, II, IV (sehr schwach). 





11) Liebigs Ann. 482, 1 (1930). 
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Auch hier tritt das von H. Fischer, Gebhardt und Rothhaas") 
erhaltene Oxydationsprodukt des Mesoporphyrins auf. 

Etwas Dioxymesoporphyrin wird in Pyridin mit Hydroxylaminchlor- 
hydrat und der ifquivalenten Menge Soda 2 Stunden lang im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Das resultierende Produkt zeigt gegeniiber dem Ausgangs- 
material starke Blauverschiebung. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 638,8—631,3; II. 590,7... 577,2—572,4; III. 551,3—585,7; 














635,0 574.8 543,5 
IV. 517,5—495,8 ; End-Abs,. 441,3. 
506,6 


Reihenfolge der Intensitiiten: III, IV, II, I. 


5 mg Dioxy-porphyrin werden in Pyridin-Methanol mit dtherischer 
Diazomethanlésung versetzt und mehrere Stunden stehen gelassen. Der 
Typ des Spektrums ifindert sich dann vollkommen. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 














J. 626,3—623,3 Schatten bei 597,4 ; II. 582,8 ... 570,9—567,3 ; 
624,8 569,1 
III. 539,3—526,7; IV. 507,2—489,1;  End-Abs. 433. 
533,0 498,1 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, II, I. 


Die Banden III und IV sind gegeniiber dem Mesoporphyrin wenig 
nach Rot verschoben. 


Belichtung von Phylloporphyrin-methylester. 2 g Phylloporphyrin 
wurden in pyridinischer Lésung unter Einleiten von Luft etwa 50 Stunden 
der Sonne ausgesetzt. Der Fortgang der Reaktion ist durch spektroskopische 
Proben kontrollierbar. Um Sekundirreaktionen nach Méglichkeit zu ver- 
meiden, wurde auf die Wiedergewinnung des Pyridins durch Vakuum- 
destillation verzichtet. Die pyridinische Liésung wurde in mehreren Por- 
tionen in je 4 Liter Ather gegossen, und das Pyridin durch Auswaschen 
mit Essigsiiure entfernt. Das unverdinderte Ausgangsmaterial ]iBt sich mit 
2°/,iger HCl ausziehen. Bei der Aufarbeit lieBen sich drei verschiedene 
Oxyporphyrine isolieren, die durch die tibliche wiederholte Fraktionierung 
rein und krystallisiert erhalten werden konnten. 


Die Substanz mit der Salzsiurezahl 8 wurde in einer Ausbeute von 
18 mg erhalten. Sie krystallisiert in Krystallblittchen mit parallelen Seiten 
und abgerundeten Enden. Der Schmelzpunkt ist 218°. 


3,217 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 8,380 mg CO,, 1,923 mg 
H,O. — 2,402 mg Subst.: 0,222 cem N, (21°, 715 mm). — 2,822 mg Subst.: 
1,277 mg AgJ. 

C,,H,,0,N, (554,38) Ber. C 71,44 H 6,91 N 10,11 OCH, 5,60 
Gef. ,, 71,04 ,, 6,69 ,, 10,11 ~~ ser 









































Hans Fischer und Helmut Bock, 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 660,1—655,6 ... 636,7; II. 601,4—590,8; 














657,8 596,1 
III. 552,7... 542,5—536,8; IV. 518,5—495,3; End-Abs. 439. 
539,7 506,9 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, IV, III, II. 

Spektrum in 10°/,iger HCl: 

I. 660,7—626,6; II. 564,8—553,3. 
643,6 558,8 

Reihenfolge der Intensitiiten: II, I. 








Der Ké6rper mit der Salzsiiurezahl 6 lést sich in Ather mit weinroter 
Farbe. Die prismenformigen Krystalle zersetzen sich bei 242°. Die Aus- 
beute an analysenreinem Material betrug 60 mg. 


8,221 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 8,533 mg CO,, 1,912 mg 
H,O. — 3,588 mg Subst.: 0,317 cem N, (20°, 715 mm). — 3,500 mg Subst.: 
1,386 mg AgJ. 

C,3H;,0,N, (554,3) Ber. C 71,44 H 6,91 N 10,11 OCH, 5,60 
CysHO,N, (582,38) >» » eee ly, OS CU, 6 »» 5,85 
Gef. ,, 72,25 ,, 6,64 ,, 9,68 » oa. 


Wie ersichtlich, stimmen die Analysen besser auf eine Mono-acetyl- 
Verbindung. Es wire méglich, daB beim lingeren Stehen in Eisessig — 
wie oben beschrieben — Acetylierung eingetreten ist. 

Das Spektrum in Pyridin—Ather ist mit dem des vorher beschriebenen 
Produktes identisch. 

Durch wiederholte chromatographische Reinigung konnte aus der 
i6er-Fraktion ein in haarfeinen Nadeln krystallisierender Kérper vom 
Schmelzp. 263° erhalten werden. Er list sich in Ather mit griiner Farbe. 


2,307 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 6,140 mg CO,, 1,445 mg H,O. 














C,,H,.N,O, (540,3) Ber. C 73,29 H 7,46 
C43H,,0,N, (556,3) » » ee « 
Gef. ,, 72,58 ,, 7,01. 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 669,0—651,7 ... 644,7; Il. 626,4 (sehr schwach) ; 
660,3 
Ill. 615,1 ... 608,0 — 596,3 ; IV. schwache Bande bei 551,2; 
602,1 
V. 536,8—532,5 ; VI. 512,6—491,0; End-Abs. 439. 
534,7 501,8 


Reihenfolge der Intensititen: I, VI, III, V (IV, ID. 


Das Spektrum ist gegeniiber dem des Phyllochlorins nur schwach 
nach Rot verschoben. 

Ein viertes Oxydationsprodukt des Phylloporphyrins soll noch Er- 
wihnung finden. Es hat die Salzsiiurezahl 4 und besitzt ein Spektrum mit 
ziemlich verwaschenen Banden. 
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Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 658,0—648,3; Il. 598,9 ... 590,8—584,6 Schatten bei 576,2; 














653,2 587,7 
III. 562,5—553,5 ; IV. 522,7—497,3; End-Abs. 445. 
558,0 510,0 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, III, II. 


Belichtung von Rhodoporphyrin. Das Rhodoporphyrin wird wie 
die vorher beschriebenen Porphyrine photooxydiert. Selbst nach 80stiin- 
digem Belichten war nur ein geringer Prozentsatz umgesetzt. Als Haupt- 
menge wurde unveriindertes Rhodoporphyrin wiedergewonnen. — Das Oxy- 
dationsprodukt des Rhodoporphyrins, welches nicht krystailisiert erhalten 
werden konnte, besitzt in Ather eine braunrote Farbe; die Salzsiurezahl 
betragt 12. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 655,0—645,3; II. 588,6...577,1—571,9; III. 552,0—5421; 














650,2 574,5 547,1 
[V. 516,4—501,0; End-Abs. 442. 
508,7 


Reihenfolge der Intensitiiten: ILI, IV, I, I. 


Umsetzung von Mesoporphyrin mit Chlorsulfonsaure. 200 mg 
Mesoporphyrin werden in 20 cem Chlorsulfonsiiure gelést. Nach kurzem 
Stehen firbt sich die zuniichst rote Lésung griin. Das Mesoporphyrin 
wird 4 Stunden in der Chlorsulfonsiure stehen gelassen. Die Lésung wird 
unter kriiftigem Riihren vorsichtig auf Eis gegossen und iiber Ather auf- 
gearbeitet. Das Reaktionsprodukt krystallisiert in unregelmiBigen Rauten 
von braunvioletter Farbe. Der Mischschmelzpunkt mit Meso-rhodin zeigt 
keine Depression. Spektrum, Krystallform und Verdinbildung mit Eisessig 
in der Siedehitze bestiitigen die Identitét dieser beiden Ko6rper. 


Umsetzung von Pyrroporphyrin mit Chlorsulfonsaure. 400 mg 
Pyrroporphyrin werden mit 80 ccm Chlorsulfonsiiure iibergossen und 
10 Minuten unter Kiihlung stehen gelassen. Man gieft unter starkem 
Riihren vorsichtig auf Eis und arbeitet iiber Ather auf. Der Farbstoff 1aBt 
sich leicht mit 5°/,iger HCl ausziehen. Man treibt in frischen Ather und 
zieht zur Entfernung unumgesetzten Porphyrins mit verdiinnter Natronlauge 
aus. Die itherische Liésung wird griindlich neutral gewaschen, trocken 
filtriert und eingeengt. Es wurde dabei eine in dunklen, blauvioletten, ver- 
filzten Nadeln krystallisierende Substanz erhalten. Die Ausbeute betrigt 
180 mg. Schmelzp, 298° (ist nicht eindeutig, da beim Erhitzen zum Teil 
Verdin entsteht). 

4,591 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 12,990 mg CO,, 2,694 mg 
H,O. — 2,788 mg Subst.: 0,294 cem N, (21°, 717 mm). — Eine Schwefel- 
bestimmung ergab keinen Schwefelgehalt. 

C;,H,,.ON, (476,3) Ber. C 78,11 H 6,77 N 11,76 
Gef. ,, 77,22 ,, 6,57  ,, 11,59. 


Spektrum ist mit dem des Pyrro-rhodins identisch. 













































schénen Wiirfeln krystallisierende Eisensalz. Der Schmelzpunkt liegt iiber 320°. 
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Umsetzung von Atioporphyrin mit Chlorsulfonséure. 700 mg 
Atioporphyrin werden in 50 cem Chlorsulfonsiiure 4 Tage im Eisschrank 
stehen gelassen. Nach dem vorsichtigen Tropfen auf Eis wird der Nieder- 
schlag abfiltriert und zunichst mit Wasser gewaschen, wobei ein groBer 
Teil des Hydrochlorids des unverinderten Atioporphyrins in Lésung geht. 
Dann wiischt man den Riickstand mit Sprit herunter, bringt in Ather und 
entfernt das Ausgangsmaterial durch Ausziehen mit 5°/,iger HCl. Die 
Hauptmenge des Umsetzungsproduktes geht leicht in 20°/,ige HCl. Die 
iitherische Lésung ist bei Anwesenheit geringer Mengen Salzsiiure grasgriin 
gefiirbt. Durch wiederholtes Auswaschen erhiilt der Ather einen briiunlich- 
griinen Farbton. Beim Einengen krystallisiert das Umsetzungsprodukt in 
feinen verfilzten Nadeln, die sich bei 214° zersetzen; der K6rper ist hygro- 
skopisch und nimmt 1 Mol Krystallwasser auf. Das Produkt, welches zu- 
nichst in Pyridin leicht léslich ist, wird durch Erhitzen in Ameisensiure 
fast unldslich. 


3,007 mg Subst. (Spur Asche, bei 60° i. Hochy. getr.): 6,640 mg CO,, 
1,373 mg H,O. — 2,344 mg Subst.: 0,190 cem N, (24°, 713 mm). — 2,198 mg 
Subst.: 2,031 mg AgC]. — Die Schwefelbestimmung verlief negativ. 


C,,H,,N,Cl,-H,O (634,2) Ber. C 60,55 H5,72 N888 Cl 22,37 
Gef. ,, 60,22 » 9,11 » 8,74 5 22,86. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 610,6—584,4; I]. 558,5—536,8; End-Abs. 479. 
597,5 547,7 | 
Reihenfolge der Intensitiéten: II, I (verwaschene Banden). 








Kupfersalz des Tetrachloratioporphyrins. 50 mg Tetrachloritio- 
porphyrin werden in Chloroform gelést und mit einer methylalkoholischen 
Lésung von Kupferacetat versetzt. Man erwirmt einige Minuten auf dem 
Wasserbad. Beim Erkalten erhilt man schéne Prismen, die sich zu stern- 
formigen Aggregaten zusammenlagern. Zur Analyse wurde wiederholt mit 
Chloroform extrahiert. Schmelzp. 273°. 


4,651 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 9,571 mg CO,, 1,895 mg H,O, 
0,511 mg CuO. — 2,466 mg Subst.: 0,174 cem N, (23°, 713 mm). — 4,597 mg 
Subst.: 3,775 mg Ag(Cl. 


Cy.H,.N,Cl,Cu (679,7) 
Ber. C 56,50 H5,04 N8,24 ©120,87 Cu 9,85 
Gef. ,, 56,12 , 4,56 ,, 7,68 ,, 20,32 4, 8,78. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 646,5-—-628,8; II. 597,5—578,6; End-Abs. 488. 
638,1 588,1 
Reihenfolge der Intensititen: II, I (verwaschene Banden). 








Eisensalz des Tetrachloratioporphyrins. 50 mg Tetrachloritiopor- 


phyrin wurden in Chloroform gelést und mit einer kochsalzgesittigten 


Ferroacetatlésung versetzt. Nach kurzem Erwiirmen erhilt man das in 
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4,400 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,848 mg CO,, 1,790 mg H,0, 
0,513 mg Fe,Q3. 
Cy.H3,N,Cl,Fe (705,4) Ber. C 54,43 H 4,57 Fe 7,92 
Gef. ,, 54,84 ,, 4,55 ,, 8,16. 


Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 

I. 613,6—588,5; II. 565,4—546,7; _End-Abs. 490,0. 
601,0 556,0 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Isolierung von Brompyrroatioporphyrin. Atioporphyrin, welches 
durch Synthese aus Kryptopyrrol (vgl.S. 2) durch Bromierung und nachfolgende 
Kondensation des Methens mit Ameisensiiure gewonnen wurde, enthielt in 
wechselnder Menge ein Porphyrin mit héherer Salzsiiurezahl. Das syn- 
thetische Atioporphyrin wurde deshalb in Pyridin gelést und in Ather 
gebracht. Durch Ausziehen mit 6 °/,iger HCl kann das Atioporphy rin ent- 
fernt werden. Im Restither verblieb ein Farbstoff der erst in 12 °/,ige 
HCl ging. Durch Verdiinnen dieser Salzsiurefraktion auf das doppelte 
Volumen und Durchschiitteln mit frischem Ather konnte dieses Porphyrin 
ziemlich rein erhalten werden. Beim Eindampfen des Athers krystallisiert 
dieser Kérper in seckseckigen, meist zu derben Agglomeraten verwachsenen 
Tafeln. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Pyridin—Methanol wurde 
die Substanz analysenrein erhalten. Zersetzungspunkt bei 320°. 


4,170 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 10,440 mg CO,, 2,362 mg 
H,O. — 3,503 mg Subst.: 0,333 cem N, (22°, 715 mm). — 4,388 mg Subst.: 
1,449 mg AgBr. 








UsoH3,N,Br_ (557,3) Ber. C 68,91 H 6,67 N 10,06 Br. 14,35 
C,,H;,;N,Br (529,3) » 7 68,02 -,, 628 ,, 10,59 ,, 15,10 
Gef. ,, 68,28 ,, 6,34 ,, 10,59 ,, 14,05. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 624,2—620,6; II. 582,2... 569,6—565,7; «III. 539,0—531,5; 














622,4 567,7 585,3 
IV. 508,2—495,1; End-Abs. 426. 
501,6 


Reihenfolge der Intensititen: IV, LI, II, I. 


Umsetzung des Brompyrroatioporphyrins mit CuCN. 20mg Brom- 
pyrroutioporphyrin wurden mit 100 mg CuCN in Chinolin 45 Minuten 
gekocht. Nach dem Erkalten gieBt man in verdiinnte HCI. Das ausgeflockte 
Porphyrin wird abfiltriert und iiber Ather aufgearbeitet. Das Nitril be- 
sitzt die Salzsiiurezahl 15. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 685,0; II. 588,4... 576,6—568,9: IIT. 554,0—541,9; IV.520,0—501,5; 
572,6 548,0 510,7 











End-Abs. 436. 


Reihenfolge der Intensititen: III, IV, II, I. 








Uber den enzymatischen Abbau und Aufbau 
der Glutaminsdure”), 


III. In Bacterium Coli**). 
Von 
Erich Adler, Vidar Hellstrém, Gunnar Giinther und Hans y. Euler. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1938.) 


Vor kurzem!) konnte berichtet werden, daf in tierischen Ge- 
weben eine Apodehydrase vorkommt, welche die reversible Reaktion 


(1) Glutaminsiiure + Codehydrase <-* Iminoglutarsiiure 
+ Dihydro-codehydrase 
katalysiert. 
Iminoglutarsiiure steht in waBriger Lisung im Gleichgewicht 
mit a-Ketoglutarsiure und Ammoniak: 


(2) Iminoglutarsiiure + H,O ~—* Ketoglutarsiiure + NH, . 


Infolge der Reversibilitat dieser beiden Vorgiinge vermag die 
Glutaminsiiuredehydrase die Synthese von Glutaminsiure durch 
hydrierende Aminierung von Ketoglutarsiiure zu vollziehen. Das 
Enzym ist streng spezifisch auf Glutaminsiure bzw. Iminoglutar- 
siure eingestellt. 

Nach den in der zitierten Arbeit!) entwickelten Anschauungen 
gewinnt die spezifische Fixierung des Ammoniaks an Ketoglutar- 
siture eine besondere Bedeutung im Zusammenhang mit der von 
Braunstein und Kritzmann’) gefundenen Tatsache, daB von 
der Glutaminsiure aus in tierischen Geweben eine Ubertragung 
der NH,-Gruppe auf die verschiedensten «-Ketosiuren — unter 
Bildung von «-Ketoglutarsiure einerseits und den entsprechenden 





*) Zugleich XXII. Mitteilung tiber die Komponenten der Dehydrase- 
systeme. 

**) II. Mitteilung vgl. Diese Z. 254, 61 (1938). 
1) Euler, Adler, Giinther u. Das, Diese Z. 254, 61 (1938). 
?) Nature, 140, 503 (1937). — Enzymologia 2, 129 (1937). 
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Aminoséuren andererseits — stattfinden kann. Die Hintereinander- 
schaltung von Glutaminsiuresynthese und ,,Umaminierung“ stellt 
demnach einen Weg des Aufbaues von Aminosiiuren aus NH, 
und Ketosiuren dar. 

Ks erhob sich nun die Frage, ob dieser fiir die tierische 
Zelle erwiesene Mechanismus auch fiir andere Zellarten in Betracht 
komme. Diese Frage kann bejaht werden, wenn sich zeigt, daB 
in den betreffenden Zellarten sowohl eine reversible Glutaminsiure- 
dehydrase wie das Enzym (Enzymsystem?) der Umaminierung 
enthalten ist. 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dab diese beiden 
Bedingungen bei Bacterium coli erfiillt sind. Im Vordergrund 
unseres Interesses steht bei unseren Versuchen das System der 
Glutaminsiiuredehydrase; von der Fahigkeit zur Umaminierung 
haben wir uns nur durch einen orientierenden Versuch iiberzeugt. 

In folgenden Mitteilungen wird. dargetan werden, daf auch 
in héheren Pflanzen sowie in Hefe der oben skizzierte Weg der 
Aminosiiuresynthese méglich ist. 


Praparate und Methodik. 


Konzentrierte Suspensionen von Bacterium coli wurden uns von Herrn 
Professor A. Virtanen, Helsingfors, zur Verfiigung gestellt; wir méchten 
ihm auch an dieser Stelle unseren herzlichsten Dank hierfiir zum Ausdruck 
bringen. 

Fiir viele Versuche wurde einfach die Bakteriensuspension, die mit 
m/15-Phosphatpuffer (py = 7,6) in geeigneter Weise verdiinnt war, verwendet. 

Zellfreie Lésung der Glutaminsiure-apodehydrase. — Ein 
Versuch zur Darstellung eines wirksamen Aceton-Trockenpriparates blieb 
ohne Ergebnis, und ebensowenig gelang mit unseren Bakterien die Ge- 
winnung eines aktiven zellfreien Autolysates nach Stephenson’®). 

Die Freilegung der Dehydrase gelang auf folgende Weise: Die 
abzentrifugierte feuchte Bakterienmasse wurde in einer kleinen Reibschale 
durch Einstellen in ein Gemisch von Aceton und fester Kohlensiiure gefroren 
und bei Zimmertemperatur wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde 3—4mal 
wiederholt. SchlieBlich wurden die Zellen mit Phosphatpuffer und Quarzsand 
energisch verrieben. Nach 24stiindigem Stehen wurde scharf zentrifugiert, 
wobei die Zelltriimmer rasch sedimentierten. Die schwach opalescente 
Lésung enthielt neben anderen Enzymen die Glutaminsiure-apodehydrase. 
Die Zellreste waren nur noch schwach wirksam. 

Die Messung der Dehydrasewirkung geschah a) mit der Methylenblau- 
methodik nach Thunberg, b) durch manometrische Messung der Sauerstoff- 
aufnahme im Warburg- Apparat, c) durch spektrophotometrische Messung 
der Bildung bzw. des Verschwindens der Dihydro-codehydrase-Absorption 
bei 2 = 334 mu. 


5) Biochemie. J. 22, 605 (1928). 
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NH, wurde durch Destillation bei alkalischer Reaktion im Vakuum 
bei 30°, Auffangen in H,SO, und Titration mit n/100-NaOH nach dem 
Prinzip von Embden, Carstensen und Schumacher’) bestimmt. Oxal 
essigsiiure wurde durch die von Straub und Szent-Gyorgyi’) angegebene 
Farbreaktion nachgewiesen. 


Ergebnisse. 


1. Nachweis der Glutaminsaiure-apodehydrase 
durch den Thunberg-Versuch. Codehydrase II-Spezifitat. 
Quastel und Whetham®) haben gefunden, da8B Glutaminsiure 
in Gegenwart von Bact. coli Methylenblau reduziert und zwar am 
besten von allen Aminosiuren. Im Vergleich zu anderen Substraten 
wie Lactat, Glucose u. a. war die Donatoreigenschaft der Glutamin- 
siure jedoch verhaltnismaBig schwach ausgepriigt*). 





Tabelle 1. 
Glutaminsiuredehydrase in Bact. coli. — Substrate: 0,5 m 
1(+)-Na-glutaminat; 0,5 m d,l-Na-lactat. —- Enzyme: Suspension von Bak- 


terien in m/15-Phosphatpuffer py = 7,6 oder zellfreie Enzymlésung, dar- 
gestellt nach S. 15.— Cozymase (Co I) 1 mg/ecm. — Codehydrase II (Co ID), 
15°/,iges Priiparat, 100 y reine Co II/ecm. — Flavinenzym aus Hefe. — 
0,5 m-Phosphatpuffer py = 7,6. — Methylenblau 1:5000. Jeder Ansatz 
enthilt 0,25 cem Colisuspension bzw. 0,1 cem zellfreie Enzymlésung, 0,25 cem 
Puffer, 0,5 cem Mb (in Einsatzréhrchen, erst nach dem Evakuieren ein- 
gekippt) sowie die in der Tabelle angegebenen Komponenten, und ist mit 
Wasser auf 2,0 ccm ergiinzt. — Thunberg-Methodik, 30°. 















































Ver- ._ | Entfirbungszeit (Min.) mit 
such Substrat Col | Coll Flavin- Sea “ -_ Piellidadaha 
Nr. enzy™ | Colisuspension | Enzymlésung 
1 — — — — > 180 > 180 
2 — _ i 0,25 > 180 > 180 
3 — 0,25 — 0,25 > 180 >180 
4 _ hat 0,15 | 0,25 > 180 > 180 
5 — 0,25 0,15 0,25 112 — 
6 (jj; — — 0,25 74 |  >180 
7 _ 015 | — 220 21 
8 0,25 cem pons 0,15 | 0,25 i1 | 15 
9 |f Glutaminat )| 0,25 | — 0,25 60 | >180 
10 0,25 | 0,15 | 0,25 11 _ 
11 || } 0,25 | 0,15 | 0,25 >180*) | >180*) 
12 , ios han 0,25 9 | 80 
13 oe aa | 13 as 
14 025) — 0,25 9 | 65 
*) Enzym durch Erhitzen inaktiviert. 
*) Diese Z. 179, 191 (1928). 5) Diese Z. 244, 117 (1936). 


6) Biochemic. J. 19, 645 (1925). 
*) Vgl. die Zusammenstellung bei W. Franke in H. v. Euler: Chemie 
der Enzyme II, 3; 1934 und zwar 495. 
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Wir finden nun, daB die Geschwindigkeit der Methylenblau- 
reduktion wesentlich erhéht wird durch Zusatz von Codehydrase II 
(Warburgs Co-Ferment, Triphospho-pyridin-nucleotid). Co- 
dehydrase I (Cozymase, Diphospho-pyridin-nucleotid) ist dagegen 
praktisch wirkungslos. Dies gilt sowohl fiir lebende Zellen wie 
fiir das isolierte Enzym (Tab. 1). 

Nach den in Tab. 1 dargestellten Ergebnissen besteht die 
Glutaminsiuredehydrase von Bact. coli wie die der Hefe*) aus einer 
Apodehydrase, die sich spezifisch mit Codehydrase II zur wirksamen 
Holodehydrase vereinadt. 


In Tab. 1 sind zum Vergleich mit der Dehydrierung der Glutamin- 
siiure auch Versuche iiber die Wirkung von Lactat als Wasserstoffdonator 
aufgenommen. Es zeigt sich, dab Lactat im Gegensatz zu Glutaminat be- 
reits ohne Zusatz von Co-Enzym als guter Wasserstoffdonator fungiert und 
daB Zusatz von Col (Cozymase) keine Beschleunigung der Mb-Entfirbung 
hervorruft. Von Yudkin'‘) ist nun gezeigt worden, dab die Lacticodehy- 
drase von B. coli durch Cozymase aktiviert wird, dab der Effekt jedoch erst 
sichtbar wird, wenn man geniigend verdiinnte Bakteriensuspensionen ver- 
wendet, so daB die Cozymasekonzentration in der Reaktionsmischung sub- 
optimal wird. Wir kénnen die Ergebnisse von Yudkin bestitigen, und da 
wir reine CoJI-Priiparate verwendeten, so ist die Codehydrase I-Bedingt- 
heit der Lactico-dehydrase von B. coli festgelegt. Nach den Versuchen der 
Tab. 1 enthalten die Colibakterien bereits soviel Cozymase, wie unter den 
angewandten Versuchsbedingungen zur optimalen Aktivierung der Apo- 
dehydrase notwendig war. 

Ganz anders liegen aber die Verhiiltnisse bei der Glutaminsidure- 
dehydrierung, wo Glutaminsiiure allein nur eine langsame Mb-Entfirbung, 
und ein Zusatz von Coll eine starke Beschleunigung bewirkten. Dies be- 
deutet, daB die Bakterien wesentlich weniger Coll als Col enthielten. 
Allerdings wurden zu diesen Versuchen ,,verarmte“ Bakterien (,,resting bac- 
teria“ im Sinne von Quastel) verwendet und es ist anzunehmen, daf unter 
giinstigen Lebensbedingungen das Verhiiltnis der beiden Codehydrasen zu- 
einander ein ganz anderes ist. 

Wir versuchten, ob in Gegenwart von Hexosediphosphat eine Um- 
wandlung von zugesetzter Codehydrase I in Codehydrase II durch die Bak- 
terien erfolge — wie Euler und Adler’) es mit Hefe (Apozymase) gefunden 
hatten —, konnten aber keine deutliche Co II-Bildung, gemessen an der 
Wirksamkeit des Kochsaftes im System der Hexosemonophosphat-dehy- 
drierung mit Hefeenzym, konstatieren. Vielleicht standen aber einer Co II- 
Bildung in gréBerem Ausmafe nur Permeabilititsverhiltnisse begrenzend 
im a (vgl. S. 22). 


7) I. Mitt.: Euler, Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 
227 (1987). 
8) Biochemie. J. 81, 865 (1937). 
®) Diese Z. 252, 41 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. a 
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2. Flavinenzym und Diaphorase in Bacterium coli. 


Wie Tab. 1 zeigt, verkiirzt ein Zusatz von Flavinenzym zum 
Versuchsansatz der Glutaminsiiure-dehydrierung die Entfarbungs- 
zeit betrichtlich, d. h. das System ist in bezug auf Enzyme, welche 
den labilen Wasserstoff der hydrierten Codehydrase auf das Mb 
iibertragen, nicht voll aktiviert. Ob Bacterium coli Flavinenzym 
enthilt, ist unseres Wissens noch nicht untersucht. Wir fanden, 
wie aus Fig. 1 hervorgeht, daB die aus Bact. coli gewonnene zell- 
freie Enzymlésung nicht imstande ist, Dihydro-cozymase in Gegen- 
wart von Luft zu dehydrieren, d. h. daB sie kein Flavinenzym 
enthilt. (Damit ist natiirlich nicht ausgeschlossen, daB die Lésung 
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Fig. 1. 


Aerobe Dehydrierung von Dihydro-cozymase durch Enzymlésung aus Colibakterien. 

Reaktionsmischung: 3,2 ccm Wasser; 0,5 ccm m/2-Phosphatpuffer py=7,4; 0,1 ccm Enzym- 

lésung (dargestellt nach §S. 15); 0,1 eem m/10-KCN; 0,12 cem Dihydro-cozymase (Beginn 

der Kurve). Bei a) 0,05 cem 0,1°/)iges Methylenblau. Die Kurve veranschaulicht dic Anderung 
der von Dihydro-cozymase herriihrenden Extinktion bei 4 = 334 mu. 


Flavin in anderer hochmolekular gebundener Form enthiilt, und 
ebensowenig, daf Flavinenzym in den intakten Zellen vorkommt.) 
Im gleichen Ansatz findet dagegen auf Zusatz von Methylenblau 
(Endkonzentration 0,33-10-3m) eine ziemlich rasche aerobe De- 
hydrierung der Dihydro-cozymase statt (Fig. 1). 

Auf Grund der im hiesigen Institut an tierischen Geweben 
gewonnenen Ergebnisse deutet dieser Effekt auf die Anwesenheit 
von Diaphorase!®) (gleichbedeutend mit dem ,coenzyme factor“ 
von Dewan und Green?). Die Tatsache, daB im Methylenblau- 

10) Vgl. II. Mitteilung, Diese Z. 254, 71 (1938), siehe dort weitere 
Literatur. 

11) Biochemie. J. 32, 626 (1938). 
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versuch (vgl. Tab. 1) eine Glutaminsiure-dehydrierung bereits ohne 
Flavinenzymzusatz eintritt, steht mit den ebengenannten Beobach- 
tungen (vgl. Fig. 1) in einem gewissen Widerspruch, denn einerseits 
kann in den Methylenblauversuchen zelleigenes Flavinenzym nicht 
wirksam gewesen sein, weil es in der Enzymlésung gar nicht nach- 
weisbar ist, andererseits ist aber von der Diaphorase aus tierischem 
(rewebe bekannt, daB sie nur mit CoH, I, und nicht mit CoH, II 
reagiert; sie muB also auch im System der Glutaminsiure- dehy drie- 
rung ohne Wirkung sein. Das Enzym, welches bei der Glutamin- 
siure-dehydrierung mit Coliextrakt die Uberfiihrung des Wasser- 
stoffs von CoH, Il auf Mb bewirkt, muB demnach verschieden sein 
von der tierischen Diaphorase. Weitere Versuche wiren hier von 
Interesse, insbesondere sollte gepriift werden, ob das in Fig. 1 
nachgewiesene Diaphorase-ahnliche Enzym auch mit CoH, II reagiert. 


3. Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
Substrat- und Co-Enzymkonzentration. 
Zur niiheren Charakterisierung der Glutaminsiuredehydrase 
1 Colibakterien ist in Fig. 2 die Abhingigkeit der Reaktions- 
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Abhingigkeit der Dehydrierungsgeschwindigkeit von der Glutaminsiurekonzentration. 


Die Zusammensetzung der Reaktionsmischung entspricht dem Versuch 8 zu Tab. 1 (mit 
Bakteriensuspension), jedoch wechselnde Glutaminsiuremenge. Die Reaktionsgeschwindigkeit 
ist als reciproker Wert der Entfirbungszeit angegeben. 


geschwindigkeit im Methylenblauversuch von der Substratkon- 
zentration, in Fig. 3 von der Codehydrase II-Konzentration 
wiedergegeben. 

4. Substratspezifitat. 

Die Enzymlésung ist nicht imstande, eine andere Aminosiure 
als 1(+-)-Glutaminsiiure zu dehydrieren, auch nicht nach Ergin- 
zung durch ein Gemisch von Codehydrase I und II (Methylen- 
9* 
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blauversuch). Lediglich Alanin zeigt eine — sehr schwache — 
Donatorwirkung. Von Colisuspension wird d(—)-Glutaminsiure 
anscheinend zwar dehydriert, aber 4—5 mal langsamer als die 
1(+)-Form, und die Reaktion wird durch Codehydrase II nicht 
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Fig. 3. 
Abhingigkeit der Dehydrierungsgeschwindigkeit von der Codehydrase Il-Menge. 
Reaktionsmischung wie zu Fig. 2, jedoch wechselnde Codehydrase Il-Menge. 


beeinfluBt, woraus hervorgeht, dab sie mit der Dehydrierung der 
l(+)-Form nicht vergleichbar ist. 

Auch die der Glutaminsiiure konstitutionell so nahestehende Asparagin- 
siiure wird nicht dehydriert. Nach Quastel und Whetham®) darf, zwar 
aus dem negativen Verhalten der Asparaginsiiure, ebenso wie der Apfel- 
siiure, nicht ohne weiteres auf die Abwesenheit der betreffenden Dehydrasen 
geschlossen werden, da aus beiden Substraten, im ersteren Fall durch Aspar- 
tase, im zweiten durch Fumarase, Fumarsiiure entstehen kann, welche mit 
dem Methylenblau um den Wasserstoff konkurriert. Wir tiberzeugten uns 
jedoch, da unter unseren Versuchsbedingungen Fumarsiiure die Dehydrierung 
anderer Substrate, z. B. Lactat, nicht beeinfluBt, dab Succino-dehydrase — 
welche die Fumarsiiure als Wasserstoftacceptor aktiviert — diuBerst schwach 
ist, und daB schlieBlich Malonat, welches Succino-dehydrase hemmt und 
dadurch die Acceptorwirkung der Fumarsiiure aufheben sollte, die Methylen- 
blauentfairbung durch Asparaginsiiure nicht in Gang bringt. 

Aus diesen Befunden ergibt sich, daB, wie im tierischen 
Organismus und in Hefe, auch in B. coli 1(+)-Glutaminsiure die 
einzige Aminosaure ist, welche durch eine Codehydrase (I bzw. I])- 
bedingte Dehydrase angegriffen wird, eine Tatsache, welche an 
sich schon auf die Sonderstellung der Glutaminsiure im Amino- 
siiurestoffwechsel hinweist. 


5. Aerobe Dehydrierung der Glutaminsaure. 
Ammoniak als Reaktionsprodukt. 


Im Warburg-Apparat wurde die Sauerstoffaufnahme bei der 


Glutaminsiiuredehydrierung gemessen; am Ende des Versuchs 
wurde das gebildete Ammoniak bestimmt. 
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Die Reaktionsmischung bestand aus 0,25 ccm 0,5 m-Na-Glutaminat, 
1,0 ccm Enzymlésung aus Coli, 0,5 cem Flavinenzym aus Hefe, 0,2 cem m/2- 
Phosphatpuffer py = 7,6; aus dem Anhang des AtmungsgefiBes wurden 
0,2 eem Codehydrase II-Lésung (entspr. 207 Coll) eingekippt. In einem 
Kontrollansatz war Glutaminsiiure durch Wasser ersetzt. 


Nach 465 Minuten waren beim Versuchsansatz 144 cem O,, bei der 
Kontrolle 46 emm O, aufgenommen worden, die Differenz, 98 emm Q,, ent- 
spricht der Glutaminsiiuredehydrierung. Der Mehrgehalt an NH, im Versuchs- 
ansatz gegeniiber der Kontrolle betrug 0,085 mg NH,. 

Unter der Annahme, da8 1 Mol. H, von der Glutaminsiiure iiber Code- 
hydrase und Flavinenzym mit 1 Mol. O, unter Bildung von H,O, reagiert, 
wobei durch den Zerfall der entstandenen Iminosiure gleichzeitig 1 Mol. NH, 
entsteht, wiirde sich fiir die gemessene O,-Aufnahme eine NH,-Bildung von 
0,074 mg berechnen. Da wir uns jedoch davon iiberzeugten, daB die Enzym- 
lésung Katalase enthilt, so mu8 von dem gebildeten H,O, '/, Mol. O, wieder 
in den Gasraum zuriickgelangen, so daB an Stelle des Verhiltnisses O, : NH, 
das Verhiiltnis '/, O,: NH,, d.h. im obigen Versuch auf 98 cmm O, die 
Bildung von 0,148 mg NH, zu erwarten ist. Zur Erklirung des Defizits an 
NH, kann eine sekundire Reaktion desselben angenommen werden. Die An- 
nahme, daB ein scheinbares Defizit durch eine zusiitzliche, nicht mit NH.,- 
Bildung verkniipfte Sauerstoffaufnahme durch das Reaktionsprodukt (Keto- 
glutarsiiure) zustande komme, lieB sich experimentell nicht stiitzen. 


6. Reversibilitat der ,.dehydrierenden Desaminierung* der Glutaminsaure: 
Synthese der Glutaminsaure durch ,,hydrierende Aminierung“ 
von a-Ketoglutarsaure. 


a) Hemmung der ,dehydrierenden Desaminierung“ 
durch die Reaktionsprodukte. Die Annahme der Gleichungen (1) 
und (2) fiir den Mechanismus der Glutaminsiuredehydrierung durch 
Colibakterien fordert die Hemmbarkeit der Dihydro-cozymasebildung 
und somit der Entfairbungsgeschwindigkeit im Mb-Versuch durch 
Erhéhung der Konzentration an Iminoglutarsiure. Eine solche 
kann erreicht werden durch Zusatz von NH, oder Ketoglutarsiure 
oder von diesen beiden Komponenten. Tab.2 zeigt die Hemmung 
der Methylenblauentfarbung durch diese Zusitze, und die Vergleichs- 
versuche mit Lactat zeigen, dab die NH,-Hemmung spezifisch fiir 
die Glutaminsiuredehydrierung ist. 


b) Spektrophotometrischer Nachweis. Es war zu er- 
warten, daB, wie bei friiher untersuchten Fillen, auch hier die 
direkte spektrophotometrische Verfolgung der Bildung bzw. des 
Verschwindens von hydrierter Codehydrase ein klares Bild iiber 
die primare Dehydrierungsreaktion und ihre Reversibilitiit ergibt. 
Uberraschenderweise lieB sich aber weder eine Bildung von CoH, I 
im System Glutaminsiure + Bakteriensuspension + Co IT noch eine 
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Dehydrierung von CoH, II durch Ketoglutarsiure + NH, + Bak- 
teriensuspension beobachten. Ebensowenig konnte eine reversible 
Hydrierung von Col unter dem Einflu8 von Lactat bzw. Pyru- 
vinat gemessen werden. Als wir jedoch durch den S. 15 be- 
schriebenen Vorgang in den Besitz einer zellfreien Enzymlésung 
kamen, gelang damit der Nachweis der Hydrierung und Dehydrierung 
von Coll bzw. CoH, IT durch das System Glutaminsiure = Imino- 
glutarsiiure ohne weiteres. 


Tabelle 2. 


Hemmung der Glutaminsiuredehydrierung durch Keto- 
glutarsiure und NH,Cl. Suspension von Bacterium coli, iibrige Zusiitze 
wie zu T'ab.1. Jeder Ansatz enthilt 0,25ccm Glutaminat, 0,25 cem Enzym, 
0,15 cem (entspr. 15y) Codehydrase II, 0,25 ccm Flavinenzym, 0,25 cem Phos- 
phatpuffer und die in der Tabelle angegebenen Zusiitze. 





r 0,1 m Na- | me a Entfarbungs- 
gg Substrat Ketoglutarat 0,5 m NHC! zeit 
ND. cem . 
eem Minuten 
1 | | — 15 
2 9% an _ 0,25 omen 46 
9 | 0,25 eem Glutaminat a. 0,25 71 
4 0,25 0,25 103 
5 | Oran te 10,5 
6 0,25 cem Lactat u 0,25 95 














Die Tatsache, da8 mit intakten Zellen keine meBbaren Verinderungen 
der Menge von zugesetzter Co II bzw. CoH, II eintraten, ist von Interesse 
fiir die Wirkungsweise der Zellen. Man kann wohl annehmen, daf nur 
der Anteil der eingesetzten Codehydrase in Reaktion tritt, der in die Zellen 
eingedrungen ist, und daB ein reversibler Austausch von Codehydrase und 
hydrierter Codehydrase zwischen Zelle und umgebender Lésung nicht statt- 
findet. Es kénnte sich aber auch so verhalten, dab eine bestimmte, natiir- 
licherweise sehr kleine, spektrometrisch nicht mehr erfaBbare Menge Code- 
hydrase an der Oberfliiche der Zellen fixiert wird und da8 ein Dissoziations- 
gleichgewicht, wie es zwischen geléster Holodehydrase (D-Co) und den 
Komponenten (D + Co) besteht, hier nicht vorliegt. Beide Vorstellungen 
machen es jedenfalls verstindlich, dab eine spektrophotometrisch meBbare 
Veriinderung der Co- bzw. CoH,-Menge nicht erfolgt. Sobald aber das 
System durch einen Wasserstoffacceptor, wie z. B. Methylenblau, ergiinzt 
wird, findet eine fortlaufende Regenerierung der Co aus der an der Zelle 
fixierten CoH, statt, bis alles Mb hydriert ist (Thunberg-Versuch). Das 
Mb mu also, im Gegensatz zur Codehydrase, mit der Zelle bzw. mit dem 
zwischen CoH, und Mb eingeschalteten Ubertriger (Diaphorase?) in einer 
reversiblen Beziehung stehen. 

Analog konnte auch mit einer Suspension von Hefezellen weder die 
Hydrierung von zugesetzter Col durch Alkohol noch die Dehydrierung von 
CoH, I durch Acetaldebyd beobachtet werden. 
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In Fig.4 ist die Hydrierung von Codehydrase II durch Glut- 
aminsiure in Gegenwart der zellfreien Apodehydrase aus Coli- 
bakterien, sowie die Reoxydation der hydrierten Codehydrase durch 
Ketoglutarsiiure + NH, dargestellt. Die Hydrierung verliuft bis 
zu einem Endzustand, *welcher einem nahezu vollstindigen Uber- 
gang der vorhandenen Codehydrase II in die Dihydroform ent- 
spricht, was daraus hervorgeht, daB in einem Vergleichsversuch mit 
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Fig. 4. 
Hydrierung von Codehydrase II durch Glutaminsiure und Umkehrung der Reaktion. 
Die Co Il-Hydrierung wird spektrophotometrisch verfolgt in einer Mischung aus 1,3 ccm 


Wasser; 1,0 ccm m/2-Phosphatpuffer pi = 7,45; 1,0 ccm m/2-1(+)-Na-Glutaminat; 0,2 ccm 
Enzymlésung aus B. coli. Bei Beginn der Kurve Zusatz von 0,5 ccm Codehydrase [I-Lisung. 
Bei a) 0,1 ccm m/10-Na-Ketoglutarat, bei b) 0,1 ccm m-NH,Cl. 


derselben Codehydrasemenge, aber mit Robisonester und Hexose- 
monophosphat-apodehydrase aus Hefe, etwa die gleiche Endex- 
tinktion erhalten wurde. DaB die Codehydrase so weitgehend 
hydriert wird, ist darauf zuriickzuftihren, daB das Reaktionsprodukt, 
die Iminoglutarsiure, weitgehend in Ketoglutarsiure und Ammoniak 
zerfallt, wodurch das Gleichgewicht (1) weit nach rechts verschoben 
wird. Durch Zusatz von Ketoglutarsiure findet (nach Gleichung 2) 
eine Erhéhung der Iminoglutarsiurekonzentration und damit eine 
Verschiebung des Gleichgewichts (1) nach links statt. Der in dem 
dargestellten Versuch stetig verlaufende Schwund an CoH, II ist 
jedoch wahrscheinlich durch die Anwesenheit einer kleinen Menge 
Ammoniak in der urspriinglichen Enzymlésung noch beschleunigt 
(vgl. auch Fig. 6). Durch Zusatz von iiberschiissigem Ammonium- 
chlorid (bei b) wird die Konzentration an Iminoglutarsiiure so 
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erhoht, daB eine praktisch vollstiindige Reoxydation der hydrierten 
Coll stattfindet. 

Die Reversibilitét der von der Glutaminsduredehydrase aus 
Colibakterien katalysierten Reaktion ist damit bewiesen. Der Reak- 
tionsmechanismus ist der gleiche wie bei tierischen Geweben 
[Gleichungen (1)—(2)}. 

Mit reiner CodehydraseI an Stelle von Codehydrase II tritt 
keine Extinktionssteigerung ein, womit die CoIl-Spezifitat der 
Coli-Dehydrase bestitigt ist. 

Versetzt man das Reaktionsgemisch vor Zugabe der Co II 
mit einer gewissen Menge NH,Cl, so ist, wie Fig. 5 zeigt, die 
Geschwindigkeit der Co H-Hydrierung gegeniiber dem Ansatz ohne 
NH, Cl (Fig. 4) stark verlangsamt und die Hydrierung bleibt stehen, 
wenn ein gewisser Bruchteil Co [i hydriert ist. Wie wir in der 
II. Mitteilung des niheren begriindet haben, wird bei geniigend 
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Fig. 5. 
Glutaminsduredehydrierung in Gegenwart von NH,CI. 


Versuchsmischung wie zu Fig. 4, 0,05 cem NH,C1 (Kurve 1) bzw. 0,1 ccm m-NH,C1 (Kurve II). 
Bei a) 0,05 ccm m/10-Ketoglutarat. 


hoher NH,Cl-Menge das Gleichgewicht (2) so weit nach links ver- 
schoben, da eine Stérung des Gleichgewichtes (1) durch Zerfall 
der Iminoglutarsiure kaum mehr erfolgt, so daB die erreichte 
Gleichgewichtslage annihernd als die der Reaktion (1) zuakommende 
betrachtet werden kann. Im Versuch zu Fig. 5 wurde bei der 
héchsten NH,-Konzentration (Kurve I) '/, der eingesetzten Co II 
hydriert, und aus den bekannten Konzentrationen an Co II und 
Glutaminsiiure berechnet sich somit eine Gleichgewichtskonstante 
K = 2,5-104. Dieser Wert soll nur einen grundsitzlichen Begriff 
von der Lage des Gleichgewichts geben, macht aber natiirlich 
keinen Anspruch auf Genauigkeit, da hierzu eine gréBere Anzahl 
von Versuchen ndétig wire. Vergleichsweise sei angefihrt, daf fiir 
die Glutaminsauredehydrase aus Leber beim gleichen p,, A =0,44- 104 
gefunden wurde?). 
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Fig.6 zeigt den spektrophotometrischen Nachweis der hydrie- 
renden Aminierung von Ketoglutarsiure, wobei direkt von Dihydro- 
codehydrase II ausgegangen wurde. DaB auf Zusatz von Keto- 
glutarsdure allein (bei a) bereits eine Reoxydation der CoH, II 
erfolgt, muB auf die Gegenwart kleiner Mengen von NH, zuriick- 
vefiihrt werden: Zusatz von NH,-UberschuB (bei b) bewirkt dann 
einen sehr raschen Abfall der Extinktion auf den Nullwert. 
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Fig. 6. 
Dehydrierung von Dihydro-codehydrase If durch Iminoglutarsaure 
( Ketoglutarsaure + NH;). . 
in einem Reaktionsgemisch von 2,5 ccm Wasser, 0,3 ccm Phosphatpuffer, 0,2 ccm Robison- 
ester und 0,2 ccm Hexosemonophosphat-apodehydrase aus Hefe wurden 0,75 ccm Codehy- 
drase II hydriert. Nach Stillstand des Extinktionsanstiegs wurde durch kurzes Erhitzen und 
Filtrieren die Dehydrase abgetrennt. 3ccm der so erhaltenen CoH, II-Lésung wurden mit 
0,1 cem Enzymlésung aus B. coli versetzt (Beginn der Kurve). Bei a) 0,1 ccm m/10-a-Keto- 
glutarat, bei b) 0,1 ccm m-NH,Cl. 


In der Zelle mu8 der zur Hydrierung der Iminoglutarsiure 
erforderliche Wasserstoff in Form von CoH, IT aus einem Dehydrase- 
system (,,.Donatorsystem“) bezogen werden. Wir fanden, daf Coli- 
bakterien eine Hexosemonophosphat-Dehydrase enthalten, welche, 
wie die von Hefe, spezifisch auf CoII eingestellt ist, und es liegt 
daher nahe anzunehmen, daf die Glutaminsiuresynthese durch 
eine Oxydoreduktion zwischen Hexosemonophosphorsiure und 
Iminoglutarsiure zustande kommt, wobei Coll, zwischen den 
beiden substratspezifischen Apodehydrasen pendelnd, die direkte 
Verkniipfung von Donator- und Acceptorsystem vollzieht. 


7% Umaminierung mit Bact. coli. 
Bei der Incubation eines Gemisches von Asparaginsiure und 
Ketoglutarsiiure mit Colisuspension bei p, = 7,6 (30 Minuten bei 
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37°) wurde Oxalessigsiiure gebildet. In Abwesenheit von Asparagin- 
siure oder Ketoglutarsiure entstand keine Oxalessigsiure. 


Anhang. 


In Milchsiurebakterien (Thermobacterium Helveticum)*) konnte 
Glutaminsiiuredehydrase nicht nachgewiesen werden, auch nicht in einem 
zellfreien Extrakt (dargestellt nach S. 15), der andere Dehydrasen, wie 
Lacticodehydrase, enthielt. Dieser negative Befund deutet darauf hin, dal 
bei verschiedenen Zellarten der Mechanismus der NH,-Fixierung verschieden 
sein kann. Es ist denkbar, daB bei den Milchsiurebakterien die Aspartase- 
reaktion als NH,-fixierende Reaktion gegeniiber der reduktiven Aminierung 
von Ketoglutarsiiure in den Vordergrund tritt. Nach Braunstein und 
Kritzmann’) verhilt sich Asparaginsiiure bei der Umaminierung ganz 
analog wie Glutaminsiiure, und da diese Tatsache nicht auf tierische Gewebe 
beschriinkt ist, geht aus besonders angestellten Umaminierungsversuchen 
mit Colibakterien hervor. Ein entsprechender Versuch mit Milchsdurebak- 
terien lieferte ebenfalls ein positives Resultat, wenngleich die Geschwindig- 
keit der Oxalessigsiiurebildung viel geringer war als mit Bact. coli. 


Zusammenfassung. 


In Bact. coli wurde eine auf 1(+)-Glutaminsiure spezifisch 
eingestellte Apodehydrase nachgewiesen, welche sich spezifisch mit 
Codehydrase IT (nicht mit Codehydrase I) zur Holodehydrase ver- 
einigt. Die Apodehydrase wurde in zellfreier Lésung dargestellt. 

Durch spektrophotometrische Untersuchung der Bildung und 
des Verschwindens der hydrierten Codehydrase II wird festgestellt, 
daB die dehydrierende Desaminierung der Glutaminsiure rever- 
sibel ist [Gleichungen (1)—(2)]. 

Colibakterien katalysieren ebenso wie tierisches Gewebe die 
Umaminierung. 

Die Hintereinanderschaltung der Glutaminsiuresynthese (NH,- 
Fixierung durch spezifische hydrierende Aminierung von «-Keto- 
glutarsiure) und der Umaminierung von Glutaminsiure mit w-Keto- 
siuren stellt demnach, wie im tierischen Organismus, auch bei 
Bact. coli einen Weg zum Autbau verschiedener Aminosiiuren aus 
NH, und Ketosiuren dar. 





*) Wir danken auch an dieser Stelle den Herren Rektor Prof. Ch.B arthel, 
Ultuna, sowie Prof. A. J. Virtanen, Helsinki, fiir die freundliche Uber- 
lassung von Bakterienstimmen. 
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Uber den enzymatischen Abbau und Aufbau 
der Glutaminsdure”). 
IV. In Hefe. 


Von 
E. Adler, G. Giinther und J. E. Everett. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1938.) 


In den drei vorangehenden Mitteilungen dieser Reihe*) war 
die besondere Stellung, welche die 1(+-)-Glutaminsiure unter allen 
anderen Aminosduren einnimmt, charakterisiert worden: 

a) Die verschiedensten Zellarten, wie Hefe!*), tierische Ge- 
webe?!»), Bacterium coli!*), besitzen eine Dehydrase, welche spezifisch 
l(+-)-Glutaminsiiure dehydriert; Codehydrase I bzw. II sind die 
prosthetischen Gruppen dieser Dehydrase. Fiir die beiden letzt- 
genannten Zellarten war nachgewiesen worden, daf die Reaktion 
primir in einer Dehydrierung der Glutaminsiiure zu ¢-Iminoglutar- 
siure besteht, welche nichtenzymatisch hydrolytisch zerfallt in 
a-Ketoglutarsiure und Ammoniak, und es war ferner die Umkehr- 


barkeit des gesamten Vorganges gezeigt worden: 


ee Apodehydrase ; 
(1)  Glutaminsiure + Codehydrase 2 > Iminoglutarsdure 
y < g 


+ Dihydro-codehydrase. 








(2) Iminoglutarsiiure + H,O ~———*  Ketoglutarsiiure + NH. 


Ammoniak kann demnach in Gegenwart der spezifischen 
Apodehydrase durch Dihydro-codehydrase reduktiv an Ketoglutar- 
siure fixiert werden unter Bildung von Glutaminsiure. 

b) Nach Braunstein und Kritzmann’) wird in tierischen 
Geweben die Aminogruppe der Glutaminsiiure auf beliebige 


*) Zugleich XXIII. Mittlg. itiber die Komponenten der Dehydrase- 
systeme. — XXII. Mittlg. vgl. '%. 

1) a) I. Mittlg. Euler, Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 
227 (1937). — b) II. Mittlg. Euler, Adler, Ginther u. Das, Diese Z. 
254, 61 (1988). — c) III. Mittlg. Adler, V. Hellstrém, Giinther u. Euler, 
Diese Z. 255, 14 (1938). 
*) Nature 140, 503 (1937). — Enzymologia (Nd.) 2, 129 (1937). 
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a-Ketosiuren iibertragen unter Bildung von «-Ketoglutarsiure einer- 
seits und der entsprechenden «-Aminosiure andererseits. Dieser Vor- 
gang, der von den Autoren als ,,.Umaminierung“ bezeichnet wird, ist 
reversibel. Das System Glutaminsiiure—Ketoglutarsiure kann dabei 
nur durch das entsprechende C,-System Asparaginsiure—Oxalessig- 
siure ersetzt werden. Wir fanden, daf die Umaminierung nicht 
nur in tierischen Geweben, sondern in allen bisher untersuchten 
Zellarten stattfindet. 

Aus den unter a) und b) genannten Tatsachen wurde in der 
II. Mitteilung die Folgerung gezogen, daB die durch Schema (3) 


+ a-Ketosiuren 


” Ketoglutarsiur cata 
NH, Ba saa > Glutaminsiiure — 


(3) + CoH, 

dargestellte Hintereinanderschaltung von Glutaminsiuresynthese 
(nach Gleichung (2) und (1)] und Umaminierung einen fiir viele 
Zellarten geliufigen Weg zur Synthese von Aminosiuren aus NH, 
und Ketosiuren darstellt. 

Am eingehendsten untersucht wurde bisher das reversible 
System der Glutaminsiuredehydrase aus tierischen Geweben?), 
Die dort gefundenen Charakteristica, wie Codehydrase-Bedingt- 
heit des Enzyms, Reversibilitat und typische Gleichgewichtslage der 
Dehydrierungsreaktion, sowie das Vorkommen des umaminierenden 
Systems konnten auch bei Bact. coli festgestellt werden ?°). 

Die in der I. Mitteilung’*) beschriebene Glutaminsiure- 
dehydrase aus Hefe war dagegen in bezug auf ihre Reversibilitat 
noch nicht untersucht und die vorliegende Mitteilung stellt nun 
eine Ergiinzung der ilteren Versuche itiber diese Dehydrase dar. 
Es wird gezeigt, daB die Reaktionsprodukte der Dehydrierung in 
Ubereinstimmung mit den Gleichungen (1) und (2) «-Ketoglutar- 
siure und NH, sind, und da die Reaktion reversibel ist. Da 
auch das umaminierende System in Hefe nachweisbar ist, so sind 
die Voraussetzungen fiir das Zustandekommen der Aminosiure- 
synthese nach Schema (3) auch fiir Hefe gegeben. 


> Aminosiiuren 











Ergebnisse. 


I. Darstellung von Glutaminséure-apodehydrase aus Hefe. 


Wie in der I. Mitteilung berichtet wurde, enthalten Priparate von 
Flavinenzym, dargestellt aus Trockenunterhefe nach der von Warburg und 
Christian’) angegebenen Methode (einschl. der Chloroformreinigung), bis- 
weilen Glutaminsiiure-apodehydrase; in manchen Fillen war jedoch schon 
das durch die erste Aceton-CO,-Fiillung erhaltene Rohpriparat frei von 
Glutamins: iiure-apodehydrase. 


8) iswaie: Z. 266, 377 (1933). 
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Man gelangt jedoch stets zu Glutaminsiuredehydrase-wirksamen Aceton- 
CO,-Fallungen, wenn man als Ausgangsmaterial eine nach Nilsson und 
Alm‘) hergestellte Trockenhefe verwendet. .Fiir die unten beschriebenen 
aeroben Versuche wurden solche Aceton-CO,-Fillungen verwendet, die durch 
Verreiben mit absolutem Alkohol und Nachwaschen mit Ather in haltbare 
Trockenpriiparate verwandelt worden waren. 


Die Freilegung der Glutaminsiuredehydrase aus Hefezellen, sowohl 
Ober- wie Unterhefe, gelingt auch durch Autolyse der frischen, abgepreBten 
Hefe mit Essigester. Aus dem Autolysesaft werden durch Alkoholfillung 
Proteinfraktionen gewonnen, die ebenfalls mittels absolutem Alkohol und 
Ather in wirksame Dehydrase-Trockenpriparate iibergefiihrt werden kénnen. 
Ihre Darstellung ist die gleiche wie sie friiher fiir Milchsiiuredehydrase aus 
Hefe®) beschrieben wurde. Solche Priiparate enthalten im Gegensatz zu den 
nach der Flavinenzym-Methode dargestellten nur sehr wenig Flavinenzym, 
da bei der Essigesterautolyse der gréBte Teil des Flavinenzyms gespalten 
wird, wobei freies Flavin (nicht Flavinphosphorsiiure) entsteht. 

Glutaminsiiuredehydrase kann durch Adsorption an Aluminium- 
hydroxyd C, aus neutraler Lésung und durch Elution mittels sekundirem 
Phosphat weiter gereinigt werden. 


II. Aerobe Dehydrierung von 1( + )-Glutaminsaure. 
a-Ketoglutarsaure und NH, als Reaktionsprodukte. 


In der I. Mitteilung war die Existenz der Glutaminsiure- 
dehydrase in Hefe durch den Acceptorversuch bewiesen worden: Das 
System Glutaminsiure + Hefeenzym + Codehydrase II + Flavin- 
enzym (im Hefeenzym enthalten) war imstande, Methylenblau zu 
entfarben bzw. Sauerstoff aufzunehmen. Wir haben nun die 
Reaktionsprodukte, «-Ketoglutarsiiure und NH., im aeroben Ver- 
such bestimmt. 


oa-Ketoglutarsiéure. Versuchsbeispiel: 1,0ccmm/2-Na-l(+)-Glutaminat; 
0,5 cem Hefeenzyim (0,3 g Aceton-CO,-Fillung [vgl. oben] in 10 cem Wasser, 
von Ungeléstem abzentrifugiert, enthilt sowohl Apodehydrase wie Flavin- 
enzym); 0,4 ccm m/2-Phosphatpuffer, py = 7,6; 0,5 cem Wasser; 0,1 cem 
Codehydrase II (Lésung eines 19°/, igen Priiparates aus Pferdeblutkérperchen, 
entsprechend 19 y reiner Codehydrase II) aus Anhang eingekippt. Warburg- 
Apparat, 30°. 

Nach 240 Minuten waren 383 cmm O, aufgenommen worden. Die Lésung 
wurde mit Trichloressigsiiure enteiweiBt und mit iiberschiissigem, gesiittigtem 
2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-HCl versetzt. Die gelben nadelférmigen 
Krystalle wurden nach mehrstiindigem Stehen im Kiihlschrank abgesaugt 
und durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit reinem «-Ketoglutar- 
siiure-dinitrophenylhydrazon identifiziert. In Kontrollversuchen ohne Glutamin- 
siure oder mit erhitztem Enzym wurde keine Ketoglutarsiure gebildet. 


4) Diese Z. 239, 179 (1986). 
5) Adler u. Michaelis, Diese Z. 235, 154 (1935). 
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Ammoniak. Nach Verfolgung der Sauerstoffaufnahme in Ansitzen 
wie oben angegeben, wurde das gebildete NH, durch Destillation bei alka- 
lischer Reaktion in vorgelegte n/250-H,SO, und Titration mit n/250-NaOH 
bestimmt. 


Beispiel: Sauerstoff aufgenommen 177 cmm, entsprechend 0,0079 Milli- 
mol; NH, gef. 0,0144 Millimol. Fiir O,:NH, = 1:2 ber. 0,0158 Millimol NH,. 
Ausbeute an NH, 91°/,. 


In der II. Mitteilung wurde beschrieben, daB bei der aeroben Dehy- 
drierung von Glutaminsiiure mittels Leberenzym ebenfalls ein Verhiltnis 
O,:NH,;=1:2 gefunden wurde, wihrend fiir die reine Dehydrierungsreaktion 
das Verhiltnis O,: NH, = 1:1 zu erwarten wiire. Das experimentell ermittelte 
Verhiltnis 1:2 wurde darauf zuriickgefiihrt, dab das als primires Reaktions- 
produkt des molekularen Sauerstoffs zu postulierende H,O, durch Katalase 
wieder in H,O und ?3/,0, zerlegt wird. KCN, welches die Katalase hemmt, 
erhéhte dementsprechend die O,-Aufnahme fast auf das Doppelte und stellte 
annihernd das geforderte Verhiiltnis 1:1 her. Die fiir die Ergebnisse mit 
Leberenzym gefundene Erklirung kann jedoch auf den vorliegenden Versuch 
mit Hefeenzym nicht iibertragen werden. Hier war niimlich KCN auf die 
Sauerstoffaufnahme und NH,-Bildung ohne EinfluB, und in Ubereinstimmung 
damit konnte Katalase in der Enzymlésung nicht nachgewiesen werden. 
Andererseits war H,O, mittels Phenolphthalein—CuSO,°*) als Reaktionsprodukt 
nicht nachweisbar, und Zusatz von Katalase (Blutkérperchen-Himolysat) 
beeinfluBte die O,-Aufnahme nicht. 


Von mehreren MOglichkeiten zur Erklirung des Verhiltnisses O, : NH, 
= 1:2 kommt in erster Linie folgende in Betracht: 1 Mol. Leukoflavin- 
enzym (entsprechend 1 Mol. freigelegtem NH,;), welches durch Dehydrierung 
von 1 Mol. CoH, II entstanden ist, reagiert mit 1 Mol. O, unter Bildung von 
H,0,, dieses reagiert aber sofort weiter mit einem zweiten Mol. Leukoflavin- 
enzym (entsprechend dem zweiten Mol. NH,) unter Bildung von Flavinenzym 
und H,O. Eine solche Reaktion zwischen Leukoflavinenzym und H,0, ist 
schon friiher von Warburg, Christian und Griese®) angenommen worden. 
Durch diese gekoppelte Reaktion vermag letzten Endes 1 Mol. O, 2 Mol. 
Glutaminsiiure dehydrierend zu desaminieren. Ein direktes Reagieren des 
H,O, mit Glutaminsiiure miiBte eine weitergehende Oxydation zu NH,, 
Bernsteinsiiure und CO, zur Folge haben; CO, konnte jedoch nicht nach- 
gewiesen werden. 


In Kontrollversuchen ohne Codehydrase II kam ebenfalls eine O,-Auf- 
nahme zustande, die 10—40°/, der O,-Aufnahme des kompletten Systems 
betragen konnte. Sie war ebenfalls mit NH,-Bildung verbunden und erfolgte 
nicht mit erhitztem Enzym; ihr Mechanismus bleibt noch aufzukliren. Die 
Sauerstoffaufnahme im vollstindigen System wiichst mit steigender Codehy- 
drasemenge, bis eine optimale Codehydrasekonzentration erreicht ist. Mit 
hitzeinaktiviertem Enzym findet keine Sauerstoffaufnahme statt. 


5a) Vgl. O. Schales, Ber. chem. Ges. 71, 447 (1938). 
*) Biochem. Z. 282, 157, und zwar 8. 166 (1935). 
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III. Reversibilitat der Glutaminsauredehydrierung. 


a) Hemmung der Sauerstoffaufnahme durch die 
Reaktionsprodukte. In Analogie zu den Ergebnissen mit 
tierischem Enzym oder mit Bact. coli wird auch die Glutamin- 
siuredehydrierung durch das Hefeenzym von Ketoglutarsiiure und 
Ammoniak gehemmt, was in Ubereinstimmung steht mit der durch 
die Gleichungen (1) bis (2) zum Ausdruck gebrachten Reversibilitat 
(vgl. Fig. 1). 
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Hemmung der aeroben Glutaminsiuredehydrierung durch c-Ketoglutarsdiure und NH. 


Versuchsansitze zu Kurve I: 1,0ccm m/2-1(+)-Na-Glutaminat; 0,5 cem Enzym (Aceton— 
CO,-Fillung nach Flavinenzymmethode, 40 mg Trockenpraparat/ecm, von Ungelistem ab- 
zentrifugiert); 0,4 ccm m/2-Phosphatpuffer py=7,6; 0,5 com Wasser. Aus dem Anhang des 
Warburg- GefiiBes bei t= 0 Minuten 0,1 ccm (entsprechend 120 y) Codehydrase IT in den 
Hauptraum gespilt. Im Gasraum Luft, Temperatur 30°. Kurve II: Wie Kurve I, jedech 
statt Wasser 0,5 ccm m/20-NH,Cl. Kurve III: Wie I, jedoch statt Wasser 0,5 ccm m/20- 
«-Ketoglutarat. Kurve IV: Wie I, jedoch statt Wasser 0,25 ccm m/10-NH,Cl + 0,25 ccm 
m/10-Ketoglutarat. 


b) Spektrophotometrischer Nachweis der Reversi- 
bilitat. In der I. Mitteilung ist die primaire Dehydrierungs- 
reaktion (1) bis (2) durch den spektrophotometrischen Nachweis 
der Bildung von Dihydro-codehydrase II bereits veranschaulicht 
worden. Fig. 2 ergiinzt diesen Befund durch den Nachweis, dab 
die gebildete Dihydro-codehydrase II durch Iminoglutarsdure reoxy- 
diert wird. Zusatz von NH, allein [bei a)] erhéht die Konzen- 
tration der in der ersten Phase des Versuchs (Hydrierung der 
Co Il) gebildeten Iminoglutarsiure nur wenig, so daB nur eine 
Zuriickdringung der CoH, II um einen kleinen Betrag und Kin- 
stellung eines neuen Gleichgewichts erfolgt; wird aber dann auch 
Ketoglutarsiure zugefiigt [bei b)], so vermag die nunmehr gebildete 
Iminoglutarséure die gesamte CoH, II zu dehydrieren, trotz eines 
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sehr groBen Uberschusses von Glutaminsiiure. Das Gleichgewicht 
der Reaktion (1) ist also wie beim System der tierischen Dehydrase 
weit nach links verschoben, und die Richtung von rechts nach 
links (Glutaminsiuresynthese) kann als die biologisch bevorzugte 
betrachtet werden. 
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Reversibilitat der Glutaminsiuredehydrierung. 


In einer evakuierbaren Absorptionskiivette, die einen Schliffaufsatz mit zwei eingeschliffenen 
kippbaren Anhangbirnen trigt, werden 1,0 ccm m/2-Phosphatpuffer (py = 7,45), 1,0 cem 
m/2-1(+)-Na-Glutaminat, 0,5 ccm Codehydrase IT (entsprechend 110 y) und 0,5 ccm Wasse! 
gemischt. Der eine Anhang enthalt 0,1 cem Enzymlisung (Dehydrase-Trockenpriparat aus 
Oberhefe - Autolysat nach 8. 29, 40 mg/ecm Wasser, von Ungeléstem abzentrifugiert); der 
zweite Anhang enthilt 0,5 ccm 0,08 m-NH,Cl. Die Kiivette wird hierauf evakuiert; nach 
Messung der Grundextinktion wird das Enzym eingekippt und die Extinktion sofort wieder 
gemessen (Beginn der Kurve, ¢ = 0 Minuten). Es tritt nun die Hydrierung der Codehydrase I] 
ein, wie aus dem Anstieg der Extinktion « bei 1 = 334 my ersichtlich ist. Nach Erreichung 
des Endzustandes [bei a)] wird das NH,Cl eingekippt, was eine Erhéhung der Iminoglutar- 
siiurekonzentration [nach Gleichung (2)] und eine Zuriickdringung der CoH, II auf ein neues 
Gleichgewicht [nach Gleichung (1)] bewirkt. Bei b) wurde aus dem seitlichen Ansatzréhrchen 
der nach der Art eines Thunberg-Rohres gebauten Kiivette 0,1 ccm m/10-Na-Ketoglutarat 
eingefiihrt, unter Vermeidung von Luftzutritt. Abfall der Extinktion auf den Ausgangswert. 
Der Versuch wurde im Vakuum ausgefiihrt, um eine Reoxydation der CoH, II durch das 
in der Dehydraselésung enthaltene Flavinenzym zu verhindern. 


In der Hefezelle kommt fiir die Lieferung des zur Imino- 
glutarsiiurehydrierung notwendigen Wasserstoffs in erster Linie 
das System der Hexosemonophosphat-dehydrierung in Frage, da 
die Hexosemonophosphat-apodehydrase bekanntlich Codehydrase LI- 
spezifisch ist (vgl. auch Anm. 1b, und zwar 8. 96). Auch die 
weitere Oxydation der entstehenden Phospho-hexonsiure zu Phospho- 
keto-hexonsiure und vielleicht auch deren weiterer Abbau ist 
durch Codehydrase I-spezifische Enzyme katalysiert®*) und kann 
mit dem System der Iminoglutarsiurehydrierung in Oxydoreduk- 
tion treten. 


6a) F. Dickens, Nature 138, 1057 (1936). Vgl. auch F. Lipmann, 
Nature 138, 588 (1936); Warburg u. Christian, Biochem. Z. 287, 440 (1936). 
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Ein Modellversuch fiir eine derartige Koppelung zwischen 
dehydrierendem Kohlenhydratabbau und Glutaminsiuresynthese — 
also letzten Endes KiweiBsynthese —, nimlich die Oxydoreduktion 
zwischen Hexosemonophosphorsiure und Iminoglutarsiure, ver- 
mittelt durch Codehydrase II und die beiden spezifischen Apo- 
dehydrasen, ist in Fig. 3 dargestellt. 





Q2 Tq l 
€ 


Q7;° > 








! l J J 
—— 
70 Min. 

Fig. 3. 
Oxydoreduktion zwischen Hexosemonophosphorsiure und Iminoglutarsiure. 





Die Hydrierung von Codehydrase II (1,0 ccm, entsprechend 70 y) durch 0,5 ccm Hexose- 
monophosphat-apodehydrase aus Hefe und 0,2 ccm m/10-Hexosemonophosphat (Robisonester) 
in 0,3 ccm m/2-Phosphatpuffer py = 7,45 und 2,0 ccm Wasser wird spektrophotometrisch 
verfolgt (aufsteigender Ast der Kurve). Bei a) wurde die Apodehydrase durch Hitzeinakti- 
vierung und Filtration abgetrennt, die klare Lésung wieder in die Absorptionskiivette gebracht 
und mit 0,1 ccm m/10-a-Ketoglutarat versetzt. Hierauf wird der eine Anhang des Kiivetten- 
aufsatzes mit 0,1 ccm Glutaminsiure-apodehydrase (wie zu Fig. 1) und 0,15 ccm Wasser, der 
andere Anhang mit 0,1 com m-NH,CI und 0,15 ccm Wasser beschickt, und die Kiivette eva- 
kuiert. Nach Einkippen der Dehydraselésung erfolgt ein langsamer Abfall der Extinktion, 
verursacht durch eine mit der Hexosemonophosphatdehydrase in die Reaktionsmischung ge- 
langte kleine Menge von NH;, welches mit der vorhandenen Ketoglutarsiure etwas Imino- 
glutarsiure bildet. Bei b) wurde das NH,Cl eingekippt; die nunmebhr sich bildende Imino- 
glutarséure verursacht eine rasche Reoxydation der vorhandenen CoH, 11. Die Oxydoreduk- 
tion verliuft natiirlich ganz analog, wenn die Hitzezerstérung der Hexosemonophosphat- 
dehyvdrase unterlassen wird. 


Die Codehydrase II[-Spezifitat der Glutaminsiiuredehydrase aus 
Hefe, die friiher’*) mit Hilfe des Methylenblauversuchs nach- 
gewiesen worden war, konnten wir auch auf spektrophotometrischem 
Wege bestiitigen: Dihydro-cozymase wird in Gegenwart des Hefe- 
enzyms durch Ketoglutarsiiure + NH, nicht dehydriert. 


IV. Umaminierung. 


Durch qualitative Versuche iiberzeugten wir uns, daf in 
Proteinfiillungen aus Hefeextrakten das Enzym bzw. Enzymsystem 
der Umaminierung enthalten ist; es wurde sogar, wenn auch in 
geringer Konzentration, noch in mittelreinen Flavinenzympriiparaten 
angetroffen. 
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Anhang. 
Glutaminsdéuredehydrase in héheren Pflanzen. 


Wie von Adler, Das, Euler und Heyman’) vor kurzem 
mitgeteilt wurde, enthalten auch héhere Pflanzen eine Glutamin- 
siuredehydrase; sie ist spezifisch auf Codehydrase I eingestellt. 
Herr Z. I. Kertesz hat im hiesigen Institut die Existenz der 
Glutaminsiuredehydrase in héheren Pflanzen, die Reversibilitiit 
der Reaktion und ihre Codehydrase I-Spezifitit nunmehr auch 
auf spektrophotometrischem Wege nachgewiesen und wird hieritiber 
im Zusammenhang mit anderen Versuchen ausfihrlicher berichten *). 

Hier sei nur noch hervorgehoben, dab die friiher ausgesprochene 
Annahme’), wonach die pflanzliche Glutaminsiuredehydrase auBer 
der Cozymase noch eines besonderen Aktivators bediirfe, sich bei 
weiterer experimenteller Verfolgung als unzutreffend erwiesen hat. 


Die Annahme hatte sich auf die Beobachtung gestiitzt, daB Zusatz 
eines Pflanzen-Kochsaftes zum System Glutaminsiiure + Pflanzendehydrase 
+ Cozymase + Flavinenzym + Methylenblau eine wesentliche Verkiirzung 
der Methylenblauentfirbung zur Folge hatte, was nicht allein auf dem 
Gehalt des Kochsaftes an Donatoren beruhen konnte. Dieser scheinbare 
Aktivierungseffekt konnte aber darauf zuriickgefiihrt werden, da’ im Koch- 
saft enthaltene a-Oxysiuren (Apfelsiiure) durch die Pflanzendehydrase (+ Co- 
zymase) dehydriert werden, und dab diese Reaktion eine starke Beschleuni- 
gung erfihrt, dadurch, da8 das Reaktionsprodukt, die a-Ketosiiure (z. B. 
Oxalessigsiure), mit der Glutaminsiure eine Umaminierung eingeht und so 
aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. Es handelt sich also nicht 
um eine Aktivierung der Glutaminsiiuredehydrierung, sondern um eine Be- 
schleunigung einer Oxysiiuredehydrierung durch die Glutaminsiure. Dieser 
letztere Effekt ist von Banga und Szent-Gyérgyi®*) zum ersten Mal mit 
Muskelbrei beobachtet und spiiter von Braunstein und Kritzmann’) 
erkliirt worden. Man sieht daraus, da alle ilteren Angaben iiber das Vor- 
kommen einer Glutaminsiiuredehydrase sehr vorsichtig zu beurteilen sind, 
da die Méglichkeit besteht, daB es sich auch hier um eine durch Glutamin- 
siiure ,,aktivierte Dehydrierung einer im Enzympriparat enthaltenen Oxy- 
siure handelte. Erst der spektroskopische Nachweis der Primirreaktion 
zwischen Glutaminsiure und Codehydrase und noch eindeutiger der 
Nachweis der Reoxydation von Dihydro-codehydrase durch Iminoglutar- 
siiure, sowie der Nachweis von NH, als Reaktionsprodukt der Glutamin- 
siuredehydrierung lassen mit Sicherheit die Anwesenheit von Glutamin- 
siure-apodehydrase erkennen. 


Auch in Extrakten aus héheren Pflanzen, z. B. in einer Enzym- 
lésung aus Erbsen, die nach der von Adler und Sreenivasaya””) 


’) C.r. Tray. Labor. Carlsberg (Din.) 22, 15 (1938). 
‘) V. Mitteil., erscheint demnichst im J. of Biol. Chem. 
*) Diese Z. 248, 113 (1937). ') Diese Z. 294, 24 (1937). 
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zur Darstellung von Formicodehydrase angegebenen Methode ge- 
wonnen war, konnte das Enzym-System der Umaminierung von 
Glutaminsiure mit «-Ketosiuren nachgewiesen werden. Somit er- 
scheint der eingangs skizzierte Weg der Aminosiuresynthese auch 
fiir héhere Pflanzen méglich. 


Zusammenfassung. 


In Erginzung der friiheren Befunde?*) iiber das Vorkommen 
einer auf 1(+-)-Glutaminsiure als Substrat und auf Codehydrase IT 
als Co-Enzym spezifisch eingestellten Apodehydrase in Hefe wird 
nun gezeigt: 

1. DaB «-Ketoglutarsiure und NH, als Endprodukte der 
durch dieses Enzym verursachten Reaktion auftreten, und daB 
demnach a-Iminoglutarsiure als primires Dehydrierungsprodukt 
anzunehmen ist; 

2. daB die Dehydrierungsreaktion reversibel ist: Iminoglutar- 
siure (Ketoglutarsiure + NH,) wird durch Dihydro-codehydrase II 
an der spezifischen Apodehydrase zu Glutaminsiure hydriert. 

Die Reaktion wird demnach durch die Gleichungen (1) bis (2) 
dargestellt und verliuft analog den entsprechenden Vorgiingen, 
die in tierischen Geweben, in héheren Pflanzen und in Bact. coli 
aufgefunden wurden. 

Die Apodehydrasen in den verschiedenen Zellarten zeigen ver- 
schiedene Codehydrase-Spezifitat: Die Glutaminsiure-apodehydrase 
der héheren Pflanzen ist spezifisch auf Codehydrase I (Cozymase), 
die der Hefe und der Colibakterien spezifisch auf Codehydrase II 
eingestellt, wihrend von der Apodehydrase (den Apodehydrasen ?) 
der Leber beide Codehydrasen verwertet werden. 

Wie fiir die genannten Zellarten besteht auch fiir Hefe in 
der Koppelung von Glutaminsduresynthese und Umaminierung ein 
Weg zum Aufbau von Aminosiuren. 























Uber den Gehalt des Blutplasma und Blutserum 
an Calcium und Natrium”). 
Von 
Heinrich Waelsch und Sigurd Kittel. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1938.) 


Bei Untersuchung der Permeabilitat der Blutkérperchen muB 
nicht nur auf die physikalisch-chemischen und chemischen Eigen- 
schaften der wandernden Stoffe geachtet werden, sondern ebenso 
auf den Zustand des Systems Blutkérperchen-Suspensionsfliissigkeit, 
der von ausschlaggebender Bedeutung ist’). Der gréBte Teil der 
Permeabilitaitsversuche, aus deren Ergebnissen auch auf die Ver- 
hiltnisse im kreisenden Blut geschlossen wurde, wurde an Blut- 
zellen angestellt, die entweder in defibriniertem Plasma, Serum 
oder in verschiedenen kinstlichen Fliissigkeiten suspendiert waren. 

Man muB also von vornherein bei Versuchen und Aussagen 
iiber die Permeabilitét der Blutkérperchen scharf unterscheiden 
zwischen 1. Blutkérperchen im kreisenden Blut, 2. Blutkérperchen 
im noch ungeronnenen Plasma nach Entnahme des Blutes, 3. Blut- 
kérperchen in defibriniertem Plasma oder Serum und 4. Blut- 
kérperchen in verschiedenen Suspensionsfliissigkeiten (wobei das 
Auswaschen von Plasmaresten wiederum andere Bedingungen 
setzt). Es erhebt sich auch die Frage, ob nicht das Aufhéren 
der Atemfunktion der Blutkérperchen eine viel weitgehendere 
Entfernung vom pbhysiologischen Milieu bedeutet, als Verinde- 
rungen in der CO,-Spannung der Suspensionsfliissigkeit. 

Vor einiger Zeit haben wir, um HKinblick in die Mineralstoff- 
bestiinde der Blutkérperchen, des Plasma und des Serum zu er- 
halten, die Wanderung der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen 
und Plasma im Blut in der ersten Zeit nach der Entnahme 
untersucht?). Hierbei war die Vorstellung maBgebend, daB gerade 
in dieser Zeitspanne des Absterbens oder Uberlebens, wahrend 


*) Teilweise mitgeteilt im Verein deutscher Arzte, Sitzung vom 
4. XII. 36. Med. Klinik, 2. I. 37. 
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des zu Ende gehenden Stoffwechsels, Aussagen iiber das Ausmah 
der Bewegung der Mineralstoffe in physiologischem Milieu und 
unter pathologischen Bedingungen méglich sein diirften. Wir 
fanden, daB in den ersten 2 Stunden nach Entnahme des Blutes 
die im Plasma vornehmlich angereicherten Mineralstoffe wie 
Calcium und Natrium in oder an die Blutkérperchen wandern, 
die in den Blutkérperchen angereicherten wie Kalium und 
Magnesium ins Plasma wandern. Diese Wanderung ging nach 
unseren Bestimmungen unter starken Schwankungen vor sich und 
lieB anscheinend einige GesetzmaBigkeiten erkennen. Diese 
Befunde sprachen entscheidend gegen eine Kationenimpermeabi- 
litat im iiblichen Sinne. Wahrend bei der Feststellung einer 
Impermeabilitit der Zellen die Deutung keine Schwierigkeiten 
macht, wirft der Befund der Permeabilitiit die Frage auf, ob es 
sich um KEKinwandern oder Adsorption, um Auswandern oder 
Desorption handelt, und ob zwischen diesen Vorgiingen Ubergiinge 
bestehen. Vorderhand scheint eine Entscheidung an den schon 
komplizierten Strukturen der Blutzellen nicht méglich. 

Seither ist auch von anderer Seite wiederum die Frage der 
Impermeabilitit der Blutkérperchen fiir Kationen aufgenommen 
und die von uns gemachte Scheidung der Permeabilitiitserschei- 
nungen nach dem Milieu in ahnlicher Weise gezogen worden*)’). 
Und zwar wurde die Mineralstoffverteilung vor und nach Ein- 
bringen von Salzlésungen in die Blutbahn untersucht. 

Eine wesentliche Stiitze fiir die Annahme der Impermeabi- 
litat der Blutkérperchen wird darin erblickt, da’ bei Menschen, 
Nagern, Schweinen und Pferden das Kalium (und auch das 
Magnesium) im wesentlichen in den K6rperchen angereichert ist, 
wahrend das Natrium und Calcium auf das Plasma beschrinkt 
bleibt. Dem gegeniiber stehen Katze und Hund mit geringem 
Kalium- und hohem Natriumgehalt der Blutkérperchen und Rind, 
Schaf*), Ziege mit mittlerem Kalium- und hohem Natriumgehalt. 
In dieser Verteilung kénnen wir den extremen Ausdruck einer 
Klektivitat erblicken, der in gleicher Weise die Zusammensetzung 
parenchymatéser Leberzellen und des Leberbindegewebes von- 
einander trennt und allgemein Zellen und Safte unterscheidet?). 
Viel bemerkenswerter ist die mangelnde Trennung der einzelnen 





*) Peters, Eisenmann u. Hald, Yale J. Biol. a. Med. (Am.) 9, 167 
(1936), bezeichnen die dem Kérper entnommenen Blutzellen, in welchen die 
Stoffwechselvorgiinge beendet oder bis zu einem Minimum herabgesetzt sind, 
als ,,resting cells“. 
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Mineralstofigruppen bei Hund und Katze und bei den anderen 
oben verzeichneten Tieren, wo neben einem geringen Kalium- 
gehalt Natrium in groBer Menge in den Blutkérperchen zu finden 
ist. Die verschiedene Verteilung der Mineralstoffe im mensch- 
lichen Blut als Grund fiir die Impermeabilitit der Blutkérperchen- 
Aufenschicht anzufiihren, hieBe also der Wanderung der Stoffe 
in anderen Organen ihnliche Beschriinkungen auferlegen. 

Bei Fortsetzung unserer Untersuchung stellte sich heraus, 
daB auf Grund der durchgefiihrten Bestimmungen keine quanti- 
tativen Aussagen méglich waren. Wir hatten in der erwahnten 
Arbeit, gestiitzt auf Angaben des Schrifttums, die Calcium-, 
Natrium- und Magnesiumbestimmungen in gleicher Weise wie im 
Serum durch direkte Fillung durchgefiihrt. Es zeigte sich, daf 
vor allem die im Plasma durch direkte Fillung bestimmter Werte 
durch mitgerissenes EiweiB und daran adsorbiertes Reagens und 
auch Fett zu hoch®) und die Schwankungen weitaus ausgeprigter 
waren als sie den Mineralstoffen allein zukommen diirften. 

Diese Feststellung machte die Nachuntersuchung der ge- 
fundenen Beziehungen mit einer von den erwahnten Fehler- 
moéglichkeiten freien Methodik nétig. Gegenstand dieser Mit- 
teilung sind die Befunde, die nun bei Calcium und Natrium den 
im menschlichen Blut im Plasma angereicherten Mineralstoffen 
erhoben werden konnten. 

Wir sind bei der von uns entwickelten Methode der Unter- 
suchung einzelner Plasmaproben, die aus einer gréBeren Blutprobe 
ungeronnenen Blutes zu verschiedenen Zeitpunkten in den ersten 
2 Stunden nach Entnahme des Blutes gewonnen wurden, geblieben, 
da uns keine andere Methode einen ebenso verwertbaren Uber- 
blick iiber die Beziehungen zwischen Blutkérperchen- und Plasma- 
zusammensetzung und iiber die Entstehung der Serumzusammen- 
setzung zu geben scheint. Wie wir schon in unserer friheren 
Mitteilung ausgefiihrt haben, kommt angesichts einer Verschieden- 
heit der Plasma- und Serumzusammensetzung der Zusammen- 
setzung des Plasma im Zeitpunkte der Entnahme ein besonderes 
Interesse zu, denn nur durch sie kénnen wir etwas iiber die 
Verteilung im kreisenden Blut erfahren, wenn hier iberhaupt 
eine Konstanz der Zusammensetzung angenommen werden dart. 
Die zeitliche Abhingigkeit des Calciumgehaltes des Plasma er- 
schwert die Feststellung des Plasmaspiegels zum Zeitpunkt der 
Entnahme, und es muB unser Bestreben darauf gerichtet sein, 
den Zustand des Systems zu diesem Zeitpunkt zu fixieren. Die 
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Analyse solcher Versuche kann dazu fihren, sich iiber die Frage 
der Adsorption oder des Kindringens von Substanzen klar zu 
werden und weiterhin die Elektivitit bestimmter Orte im Hin- 
blick auf eine allgemeine oder ausgewihlte Durchwanderung dein 
Verstiindnis niherzubringen. Heubner und Handovsky‘) haben 
nachgewiesen, da8 bei Zusatz von Tannin zur Suspensionsfliissig- 
keit die Methimoglobinbildung, d. i. das Eindringen des Nitrits 
in die Blutkérperchen, verzégert wird, womit die prinzipielle 
Brauchbarkeit der Methodik fiir unsere Fragestellung dargetan ist. 

Nach Versuchen mit verschiedenen Substanzen haben wir, 
angeregt durch die Untersuchungen von Eppinger und seiner 
Schule’), iiber die abdichtende Wirkung von Pyrazolonderivaten 
die Wirkung des Pyramidons auf den Calciumspiegel des Plasma 
im eben entnommenen Blut gepriift. 


Zur Methodik der Calciumbestimmungen. 

Ein Uberblick iiber die Methoden, die mittels direkter Fillung das 
Calcium im Serum bestimmen, zeigt, daB es sich hier in geringerem oder 
gréBerem MafSe um Kompensationsmethoden handelt. Mit dem Calcium- 
niederschlag werden immer Permanganat verbrauchende oder adsorbierende 
Substanzen mitgerissen, die folgende Waschung des Niederschlags, besonders 
wenn sie unter Aufwirbeln geschieht, hat neben einem teilweisen Heraus- 
lésen der Verunreinigungen auch eine Lésung von Calciumoxalat zur Folge. 
Deshalb sind nur Bestimmungen in Aschelésung verwertbar und wir ver- 
weisen auf die ausfiihrliche Mitteilung unserer in dieser Arbeit verwendeten 
Methode, wo auch der geringere Fehlerbereich bei Bestimmung im Serum und 
der weitaus gréBere im Plasma bei Bestimmungen mittels direkter Fiallung 
erdrtert wird. Unsere Methode®) beruht auf der wohibekannten Veraschung 
der Serum- und Plasmaproben “ Platintiegel mit Auflésung der Asche in 
Salzsiiure und Fiillung des Calciums als Oxalat. Wir haben in der erwiihnten 
Arbeit iiber einen Versuch berichtet, bei welchem es durch Aufwirbeln eines 
0,1 mg Ca entsprechenden Oxalatniederschlages in dem zum Waschen an der 
Zentrifuge verwendeten 2°/, Ammoniak (6 ccm) zu Verlusten von 10—12°/, des 
Calciumoxalats kam. Trotzdem stimmten die so gewonnenen Werte, mit sehr 
geringer durchschnittlicher Streuung um den zu tief liegenden Mittelwert 
iiberein. Man kann immer wieder die Beobachtung machen, daB bei gleich- 
miiBigem Arbeiten, sei es, daB es sich wie hier um Waschen des Oxalatnieder- 
schlages handelt, sei es, daB Mineralstoffe direkt aus eiweiBhaltigen Loésungen 
gefiillt werden, Doppelbestimmungen sehr gut untereinander iibereinstimmen, 
obwohl die absolute Hohe des Wertes unrichtig ist. Wir haben unsere Unter- 
suchung zur Methodik der Calciumbestimmung nach der nun wesentlichen Seite 
der Léslichkeit des Caleiumoxalats in den verschiedenen Waschfliissigkeiten 
erginzt. Nach Kohlrausch®) betrigt die Léslichkeit von Calciumoxalat im 
Liter Wasser bei 18° 5,6 mg (wasserfrei), nach W. Herz und Muhs”*) so- 
gar 84 mg/Liter. Nach orientierenden Versuchen von L. Dienes") betriigt 
die Léslichkeit des Oxalats in einer Lisung von Ammonoxalat, Ammon- 
chlorid und Ammoniak 0,7—1,2 mg/ Liter. 
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Zu unseren Léslichkeitsversuchen, die wir in Gemeinschaft mit Herrn Dr, 
A. Dimter ausgefiihrt haben, wurde das gefiillte Calciumoxalat nach tage- 
langem Auswaschen mit Wasser mit dem Lésungsmittel, in welechem die Lislich- 
keit bestimmt werden sollte, 2 Tage unter hiufigem Aufschiitteln bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Dann wurde das ungeléste Calciumoxalat durch 
Filtrieren und scharfes Zentrifugieren entfernt und in der klaren Lésung 
(25 ccm) der Permanganatverbrauch (n/200) bestimmt. Der allfillige Blind- 
wert des Lésungsmittels wurde von dem ermittelten Wert abgezogen. In 
Tabelle I sind die Léslichkeiten wiedergegeben, die mit dieser fiir orien- 
tierende Zwecke wohl ausreichenden Methode in Wasser, 2°/, Ammoniak, 
1°/, Essigsiure, bestimmt wurden. 


Tabelle I. 


Loslichkeit von Calciumoxalat. 

















a? ae ; Ing Fehler ber. in mg-°/, Ca 

wai Lisungsmittel |Temperatur|Calciumoxalat} bei Fallung in 1 cem 
in Liter 10 mg-°/, Calciumlés. 

[iat wee... 2 ae a 6,9 8,4 —0,22 —0,26 

3.4 | 2°,NH,. . ..] 18°, 18° | 180 21,0 —0,56 —0,65 

5,6 | 1°/,ige Essigs. .| 18°, 18° | 28,4 32,8 —0,89 1,02 

7,8] 1°/,ige ,  -| 70—80° | 63,2 80,0 ~18 «35 


In der letzten Spalte der Tabelle sind aus den Werten der Léslichkeit 
von Calciumoxalat die Verluste berechnet, die bei Fillung des Calciums aus 
leem einer 10,0 mg-°/,igen Lésung durch Herauslésen der 1 eem Wasch- 
fliissigkeit entsprechenden Menge maximal entstehen kénnen. Die beim 
Waschen des Calciumniederschlages in Wirklichkeit entstehenden Fehler 
sind geringer, da die Waschfliissigkeit mit dem Niederschlag nicht lange 
genug in Beriihrung bleibt. Um uns tiber die beim Waschen des Nieder- 
schlags aus 1 cem 10,0 mg-°/,igen Lésung am Filter zu orientieren, haben 
wir analoge Versuche mit Standardlésungen vorgenommen, wobei der aus 
1 cem einer 10,0 mg-°/,igen Lésung gefiillte Oxalatniederschlag auf einem 
Sinterfilter mit je 3 ccm der Waschfliissigkeit gewaschen wurde. Bei 3 mal 
1 cem gesiittigte Calciumoxalatlésung bzw. 3 mal 1 cem Wasser als Wasch- 
fliissigkeit wurden mit der Standardlésung iibereinstimmende Werte gefunden, 
bei 3mal 1 ccm 2°/,igem NH, Verluste von 0,1—0,2 mg-°/,, bei 2 mal 1 ccm 
2°/,igem NH, und 1 cem heifer 1°/,iger Essigsiure Verluste von 0,4 bis 
0,8 mg-°/,*). 

Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden zum iiberwiegenden Teil an Studenten und 
Mitgliedern des Instituts vorgenommen. Zum Teil wurden auch Patienten 
herangezogen, was durch das freundliche Entgegenkommen unserer Klinik 
méglich war. 40—50 ccm Blut wurden unter geringer Stauung des Armes 
direkt in einem Gefi®B aufgefangen, das eine 1°/,ige Heparinlésung (in 
physiol. NaCl) in der Menge von 1°/, der aufgefangenen Blutmenge enthielt. 

*) Kirk u. Schmidt, J. of Biol. Chem. 83, 311 (1929), waschen Ca- 
Oxalatniederschlige mit Ca-Oxalat gesiittigtem Ammoniak. 
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Gehalt des Blutplasma und Blutserum an Calcium und Natrium. 4] 


Aus dieser Hauptmenge ungeronnenen Blutes wurden nach Umschwenken 
zu bestimmten Zeitpunkten nach der Entnahme kleinere Blutmengen ab- 
genommen und 7 Minuten bei 2700 Touren (2 Minuten Auslauf) zentrifugiert. 
Das abgehobene Plasma wurde verarbeitet. Fiir alle Parallelbestimmungen 
wurden zwei verschiedene Blutproben verwendet. Zur Aufnahme von 
Calciumwerten nach Pyramidonzusatz zum Blut wurde die gleiche Menge 
Blut auBerdem in einem GefiB aufgefangen, das neben der Heparinlésung 
noch Pyramidon enthielt. Die Blutproben mit und ohne Pyramidonzusatz 
wurden nun ganz gleichmiBig verarbeitet. AuBerdem wurde zur Serum- 
gewinnung eine Menge Blut entnommen, wobei in der Reihenfolge der 
Entnahme des Blutes mit und ohne Pyramidonzusatz wie auch zur Serum- 
cewinnung abgewechselt wurde. 

Bei den Versuchen mit Pferdeblut wurde das aus der durchschnittenen 
Schlagader der geschlagenen Tiere ausspritzende Blut in einem mit Heparin 
versehenen GefiB aufgefangen und auf dem schnellsten Wege von der 
Schlachtbank ins Laboratorium gebracht. 

Verschiedene Heparinproben (Kahlbaum) enthielten bis 2 °/, Calcium. 
Pyramidon enthielt 4,8 mg-°/,, Melubrin 7,4 mg-°/, Calcium. Die zusiitzliche 
Caleiummenge wird also reichlich durch die Verdiinnung des Blutes um 
1°/, mit dér physiologischen Kochsalzlésung wettgemacht. Die Haupt- 
tabelle (Tab. II) gibt die bei 38 Versuchen aufgenommenen Werte wieder. 
Spalte I und IL enthalten Nummer und Datum des Versuches, Alter und 
allfillige Krankheit der Versuchsperson. Nun folgen die in den auf- 
einanderfolgenden Zeiten bestimmten Calciumwerte der Plasmaproben (P,, 
P, usw.). Wurde gleichzeitig Blut unter Pyramidonzusatz verarbeitet, 
sind auch die entsprechenden Plasmawerte angegeben (Pp,, Pp, usw.). 


Dann folgt der Serumwert (S). Da alle angegebenen Werte — bis auf die 
eingeklammerten — Mittelwerte aus Parallelbestimmungen sind und fiir die 


Beurteilung der Befunde die Fehlerbreite der Methode von ausschlaggeben- 
der Bedeutung ist, ist dann die Abweichung der Parallelbestimmungen vom 
Mittelwert angegeben (+a). Es folgt die Plasma-Serumdifferenz (PSD) bei 
Blut mit und ohne Pyramidonzusatz (PSD bzw. PpeSD), die als Differenz 
des héchsten oder niedrigsten (am weitesten vom Serumwert entfernten) 
Plasmawert und dem Serumwert berechnet wurde. AuBerdem ist die 
Differenz zwischen 1. Plasmawert und Serumwert (P,SD) verzeichnet. Als 
Plasma-Plasmadifferenz mit und ohne Pyramidonzusatz (PP bzw. PpPp) die 
Differenz der am weitesten auseinanderliegenden Plasmawerte. Alle Werte 
sind in Milligramm-Prozent Calcium angegeben. Die letzte Spalte gibt die 
Menge Pyramidon bzw. Melubrin (M) in Milligramm an, die auf 50 ccm Blut 
zugesetzt wurde. 

Die in der Tab. II wiedergegebenen 259 Calciumbestimmungen sind 
aus 531 Parallelbestimmungen als Mittelwerte berechnet worden. Zur Be- 
stimmung jedes Wertes wurden immer 2 Parallelbestimmungen getrennt 
verarbeitet, beim Serum hiiufig mehrere. Die Bestimmung, denen aus tech- 
nischen Griinden nur ein Wert zugrunde liegt, sind in der Tabelle ein- 
geklammert und in die Berechnung der PS bzw. PP nicht einbezogen 
worden. Die in Spalte +a angegebene Abweichung der Parallelen vom 
Mittelwert gilt immer fiir einen Punkt der Kurve mit der gré8ten Ab- 
weichung, wiihrend die Abweichungen der anderen Werte darunter liegen. 
Es wurde also immer die maximale Abweichung zweier Parallelen fiir die 
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Beurteilung der gesamten Kurve herangezogen. Eine Zusammenstellung der 
maximalen Abweichungen bei den 38 aufgenommenen Kurven zeigt Tab. II]. 


Tabeile III. 

















Zahl In °/ Max. Abweichung vom 
der Kurven lo Mittelwert in mg-°/, Ca 
31 82 < +0,2 
3 8 +0,25 
2 5 +0,3 
2 5 +0,35 








Die Verteilung der 37 verwertbaren Kurven auf Plasma- 
Serumdifferenzen von verschiedener GréBe zeigt Tab. IV. In der 
gleichen Tabelle sind auch die PSD der Kurven, die mit und 
ohne Pyramidonzusatz aufgenommen wurden, zusammengestellt. 


Tabelle IV. 

















Zusatzversuche 
PSD a1 ‘ohne Pyrani@un | wit Perenié 
. we . der ia °/, thee ine 4 yeas on | ‘yramidon 
ae Kurven Anzahl d. | in 9 Anzahl d. “9 
Kurven | fo | Kurven | ™@ ‘0 
<-l1 1 3 

—1 bis —0,4 4 1l 4 17 3 13 
—0,4 bis 0 2 6 1 4 1 4 
0 bis 0,4 3 8 2 9 5 22 
0,4 bis 0,8 13 35 5 22 3 13 
0,8 bis 1,2 11 30 8 35 4 17 
1,2 bis 1,6 1 3 1 4 6 26 
1,6 bis 2,6 2 6 2 9 1 4 











In Tab. V geben wir die Zusammenstellung der Plasma- 
Plasmadifferenzen zuerst wieder fiir die verwertbaren 34 Kurven 
und dann fiir die zueinandergehérigen Kurven mit und ohne 
Pyramidonzusatz. " 

y Tabelle V. 














Zusatzversuche 
PP ir ~ ohne Pyramidon | mit Pyramidon 
der In °/, oa ; 
; o.9/ a ee 
in mg-°/, Ca Kurven Anzahl d. | “no | Anzahl d. “n 9/ 
Kurven | ‘0 | Kurven dus 
— _ ee = 
0 bis 0,4 10 29 6 30 16 80 
0,4 bis 0,8 16 47 10 50 | 4 20 
0,8 bis 1,2 6 17 3 15 | 
1,2 bis 1,6 1 8 1 5 
i 1 
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AuBerdem sei noch darauf verwiesen, daB bei 65°/, der 
Kurven die PSD nach Pyramidon gréBer oder innerhalb + 0,1 
gleich der PSD ohne Pyramidonzusatz war. 


Kirk, Lewis und Tompson”) haben vor kurzem den Calciumgehalt 
des Plasma nach der Methode von van Slyke und Sendroy'*’) bei 
50 Menschen im eiweiBfreien Trichloressigsiurefiltrat untersucht. Sie haben 
leider nicht die Serumwerte bestimmt. Immerhin liegen die gefundenen 
Plasmawerte zwischen 8,1 und 13,0 mg-°/, Ca, also mit einer weiten Streuung 
um die fiir das Serum angenommene Spanne. 


H. Thelen") hat in einer vor ungefihr 1 Jahr erschienenen Arbeit zu 
unseren Calciumbefunden Stellung genommen und ist vor kurzem in einer 
weiteren Arbeit’) auf die gesamte Frage von Mineralstoffverteilung zwischen 
slutkérperchen und Plasma eingegangen. Diese Thelensche Mitteilung, 
yon der wir vor ihrem Erscheinen keine Kenntnis hatten, ist wohl durch 
eine Kritik hervorgerufen worden, die wir im Anschlu8 an einen Vortrag 
an der von Thelen angewandten Methodik geiibt haben, die uns durch 
unsere Zusammenarbeit bekannt geworden war. Wir miissen den Hinweis 
von Thelen, daB wir im Verlaufe seiner Arbeit unsere Methodik geindert 
haben, ablehnen, denn die von ihm als Ergebnis gemeinsamer Arbeit auf 
S. 200 seiner Arbeit wiedergegebene Tabelle zeigt, in welch gréBerem Aus- 
maB wir damals schon: jeden Wert durch Veraschung bestimmt haben, 
wihrend Thelen in 7 von 13 Bestimmungen direkt fallt. Thelen gibt 
an, daB die Tabelle S. 200 in enger Zusammenarbeit mit uns gewonnen 
wurde. Dies galt wohl von einer Tabelle, die ich mit Datum vom 27. 2. 36 
in einem Schreiben an den Vorstand der Klinik niedergelegt habe. In der 
in dieser Arbeit wiedergegebenen Tabelle treten nun fiinf ausgezeichnet tiber- 
einstimmende Parallelbestimmungen auf, die uns seinerzeit nicht vorgelegt 
wurden. (Hinzugekommen ist auBerdem bei Fall I die Siureveraschung mit 
dem Wert 9,2.) Es ist uns unbekannt, wann und wie diese Werte zustande- 
gekommen sind. Es sei noch darauf verwiesen, daB Thelen nicht angibt, 
daB die von uns zur Verfiigung gestellte Standardlésung gravimetrisch 
kontrolliert 11,5 mg-°/, enthielt; wir fanden 11,4°, er 10,8. Es wird aber 
auch aus dieser Tabelle deutlich, daB bei Fall III, [IV und V, wenn wir 
von der in Fall If angewandten direkten Fiillung absehen, Thelen immer 
Veraschung im Plasma mit direkter Fillung im Serum verglichen hat, wo- 
durch die Werte kiinstlich angenihert werden, denn die direkte Fillung 
gibt héhere Werte, die Veraschung niedrigere. 


In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, die von Noguchi 
gefundenen Werte fiir Paraffinserum, Serum und Plasmaserum zu _ ver- 
gleichen'), Thelen fiihrte seine Arbeit zum Beweis der Richtigkeit der 
Werte von Noguchi aus, wenn auch betont sei, dab Noguchi nicht 
Plasma, sondern immer nur auf verschiedene Weise gewonnenes Serum 
untersuchte. Es seien hier die fiir die Versuchsperson N. erhaltenen Werte 
zusammengestellt (Tab. V1). 


Die Versuche zeigen eine Ubereinstimmung bis auf die zweite Dezi- 
male bei Titration mit n/100-Permanganat bei an verschiedenen Tagen ent- 
nhommenen Blutproben, die wohl nie erreicht werden kann. 
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Tabelle VI. 











Datum |mg-°/,Ca}] Bemerkung Datum |mg-°/,Ca}| Bemerkung 


11. XII. 24] 13,06 Plasmaserum 8.1.25 | 12,00 Plasmaserum 


13,06 Paraffinserum 12,00 Paraffinserum 
13,06 Serum 12,00 Serum 

17. XII. 24] 13,06 Plasmaserum 23.1.35 | 12,55 Paraffinserum 
13,06 Paraffinserum 12,55 Serum 




















13,06 Serum 


Unsere erste Arbeit zur Frage der Blutkérperchendurch- 
lassigkeit war der Versuch, die Zusammensetzung des Serums aus 
der des Plasmas durch Festlegung der Bewegung der Mineral- 
stoffe zwischen Kérperchen und Plasma zu erkliren, da wir Unter- 
schiede in der Zusammensetzung dieser beiden Fiissigkeiten ge- 
funden hatten. Fiir die mit der Veraschungsmethode aufgenom- 
menen Calciumwerte im Plasma miissen wir bei Wiederfinden 
beider schon beschriebenen Befunde der PSD und der Schwankung 
der Plasmawerte untereinander wohl auch an ein Abwandern des 
Calciums aus dem Plasma bzw. bei einer negativen PS an ein 
Zuwandern denken. Hierbei kommt angesichts der Schwankungen, 
unter denen sich die Wanderung vollzieht, und bei der willkiir- 
lichen Zeitwahl der Entnahme des Plasmas der Lage des letzten 
Plasmacalciums keine wesentliche Bedeutung zu. Allerdings sieht 
man bei der Aufnahme der Serum-niichsten Plasmawerte eine 
gewisse Bevorzugung der spiter entnommenen Plasmaproben. 
Ebenso wird durch die Schwankungen die auffallige Tatsache 
undeutbar, daB nur in annihernd der Hilfte der Kurven PSD = 
P,SD ist. Es kann also aus dem Vergleich dieser beiden Diffe- 
renzen die Richtung der Ca-Wanderung nicht herausgelesen werden. 
Eine Méglichkeit der Verinderung der Calciumwerte liegt in einem 
doch merklichen Verbrauch bei der Gerinnung. Dagegen sprechen 
aber die Untersuchungen von W6éhlisch und seinen Mitarbeitern "'), 
aus deren Befunden kein Verbrauch von Calcium abgelesen werden 
kann, wenn auch vielleicht eine voriibergehende Bindung nicht 
ausgeschlossen werden kann. Eine solche wiire aber bei unseren 
Versuchen mit ungeronnenem Plasma nicht feststellbar gewesen. 
SchlieBt schon die Verwendung von ungeronnenem Plasma die 
Méglichkeit eines Verschwindens von Calcium in eine andere 
Richtung als zu den Blutkérperchen und ein Hinzukommen von 
Kérperchen aus, so kann gerade dieser Punkt durch Untersuchung 
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des ,,.Plasmaserums“ und durch Vergleich mit dem Mittelwert aus 
allen Plasmaproben geklirt werden. 

So ergab das Plasmaserum, durch Gerinnen gleicher Teile 
yon Plasma der 4 Proben von Kurve 33 erhalten, einen Wert 
von 10,0 mg-°/,, berechnet wurden 9,8 mg-°/, Ca. Bei Kurve 35 
ergab die Bestimmung aus dem Gemisch von 6 Plasmaproben 
10,5 mg-°/,, die Berechnung ebenfalls 10,5°/,.  Insbesondere der 
zweite mitgeteilte Versuch spricht fiir eine Gerinnung des Plasmas 
ohne Verschwinden von Calcium aus der abgepreBten Fliissigkeit, 
was natiirlich nur fiir mit unserer Methodik erfaBbare Mengen gilt. 

Eine besondere Aufmerksamkeit beanspruchen die Verinde- 
rungen, die durch einen Heparinzusatz von 10 mg auf 100 ccm 
Blut, wie wir es getibt haben, hervorgerufen werden kénnen!®), 
Wenn auch das Auffangen des Blutes in paraffinierten Réhrchen 
oder in AthrombitgefaiBen vorzuziehen ist, so ist die Sicherheit 
der Gewinnung ungeronnenen Plasmas doch durch diesen Zusatz 
wesentlich erhéht. Dabei mu8 wohl darauf geachtet werden, nicht 
zu viel Heparin und immer eine frische Lisung zu verwenden. 
Die Tatsache, daB’ neben der positiven PS auch eine Zahl von 
negativen nachgewiesen werden konnte, spricht dafiir, daB die 
Calciumbewegung nicht prinzipiell durch Heparinzusatz in unseren 
AusmaBen verandert wird. Fiir die anderen gerinnungshemmenden 
Mittel ergibt ein Uberblick iiber die Literatur seit der Arbeit 
von Kisenmann!’), daB Oxalat und wohl auch Citrat bei Unter- 
suchung von Mineralstoffwanderungen wohl zu vermeiden und die 
gerinnungshemmenden Mittel tierischer Herkunft vorzuziehen sind. 
Wir haben versucht, an Hand des Heubner-Handovskyschen 
Versuches zwischen neuem und durch Stehen im Kisschrank ge- 
altertem Heparin zu unterscheiden. Wahrend frisches, eben ge- 
léstes Heparin sich an gewaschenen Blutkérperchensuspensionen 
hinsichtlich der Methimoglobinbildung in keiner Weise im zeit- 
lichen Auftreten der Braunfirbung, noch bei Messung der Sauer- 
stoffkapazitit von Kontrollen ohne Heparin unterschied, zeigt 
altes Heparin deutliche Unterschiede. Es empfiehlt sich also, 
bevor der Einflu8 hoher Konzentrationen und gealterter Lésungen 
nicht genauer bekannt ist, bei den von uns gewiihlten Versuchs- 
bedingungen zu bleiben. In diesem Zusammenhange ist die Beob- 
achtung von Chargaff und Olson”) zu erwiihnen, wonach bei 
Heparinzusatz zu Blut dieses langer ungeronnen bleibt als zu- 
gehériges Plasma, was als eine Adsorption des Heparins an die 
Blutkérperchen gedeutet werden kann. 
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Wenden wir uns nun den bei Zusatz von Pyramidon erhaltenen 
Calciumwerten in Plasmaproben, die zu verschiedenen Zeitpunkten 
entnommen wurden, zu, dann fallt vor allem eine Tatsache auf. 
Wihrend in den Vergleichsproben 70°/, der Plasma-Plasma- 
differenzen auBerhalb von 0—0,4 mg-°/, lagen, so liegen bei den 
Pyramidonkurven nur 20°/, auBerhalb. Es wird also durch den 
Pyramidonzusatz die Plasma-Plasmadifferenz stark erniedrigt, dic 
Schwankungen des Plasmacalciums nivelliert. Der Pyramidon- 
zusatz unterdriickt die Wanderung des Calciums. Wir haben 
weiter oben berechnet, daB in 65°/, der untersuchten Pyramidon- 
kurven die Plasma-Serumdifferenz gréfer als die PSD ohne 
Pyramidon war, bzw. innerhalb von + 0,1 mit ihr iibereinstimmte. 
Man kann daraus folgern, daB in einer groBen Zahl von Versuchen 
das Pyramidon sehr bald nach der Entnahme seine Einwirkung 
entfaltet, vielleicht auch, daB gerade mit Beginn seiner Einwirkung 
eine Calciumschwankung auf ihrem Héhepunkt erreicht wurde. 
Eine einfache Interpretation dieser Versuche ergiibe sich aus der 
Vorstellung, daB das Pyramidon die vom Calcium sonst bean- 
spruchten Stellen der BlutkérperchenauBenschicht besetzt. 


Ebenso wie fiir das Calcium stellte sich auch beim Natrium 
heraus, daB durch direkte Fallung und nachfolgende Bestimmung 
nach Barrenscheen und Messiner zu hohe Werte im Plasma 
erhalten worden waren. Zahlreiche Vergleichsversuche mit der 
gravimetrischen Methode nach Butler und Tuthill*!) zeigten, 
daB die colorimetrische Bestimmung im Serum annihernd absolut 
richtige Werte gibt. Fiir unsere Zwecke erschien uns die gravi- 
metrische Methode mit ihrem hohen Multiplikationsfaktor am 
zweckmibigsten. Im folgenden geben wir in der gleichen Weise, 
wie wir es bei Calcium getan haben, die Natriumwerte von Kurven 
wieder. 

Tabelle VII. 























Nr. Pp, | P, | P, P, s | +a | PSD | pp 
1 333 «0 3829:«|««328—~S*té‘i S*dECi «sd | 47a 
2 331 333 329 330 809 1,2 +24 4 
3 330 823 $23 317 315 1,5 +15 13 
4 322 | 318 318 814 307 2,0 +15 8 
5 322 815 307 826 820 2.0 —13 19 
6 323 4-28) es] = 
7 391 309 | 15 | +12 | 
8 318 | 324 319 314 15 | +10! 1 
9 304 | 316 310 303 315 1,5 —12 
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Nach einiger Ubung ist es uns gelungen, die Natriumkurven 
mit der in der Tabelle verzeichneten Fehlerbreite der Parallelen 
aufzunehmen. Man sieht hier bei einigen Kurven sehr deutlich 
das Abwandern des Natriums aus dem Plasma. Bei anderen 
Kurven kommt es zu negativen und positiven Schwankungen der 
Natriumwerte. Inwieweit durch Zusitze die Natriumwanderung im 
Plasma beeinfluBt wird, haben wir angesichts der immerhin 
schwierigen und der Calciummethodik an Sicherheit unterlegenen 
Natriummethodik nicht untersucht. 

Als Ergebnis unserer Untersuchung ergibt sich, daB fiir beide 
im Plasma angereicherte Mineralstoffe, fiir das Calcium und fiir 
das Natrium, eine Wanderung unter Schwankungen festgestellt 
wurde. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den An- 
gaben unserer ersten Mitteilung*). Die Schwankungen wie auch die 
Plasma-Serumdifferenzen wurden durch die Bestimmung in Asche- 
lésung stark herabgesetzt, wodurch aber das Prinzipielle der Be- 
funde nicht betroffen wird. Wenn wir sie bei den mit einer 
durchgearbeiteten Methodik ausgefiihrten Calciumbestimmungen 
betrachten, dann zeigt sich, daB die Plasma-Serumdifferenz und 
auch die Plasma-Plasmadifferenzen, — wenn man von den extremen 
Werten absieht — die physiologische Schwankungsbreite erfiillen. 
In einer Anzahl von Bestimmungen wird auch die Plasma-Serum- 
differenz in das Gebiet hineinragen, wo gleiche Serumwerte schon 
den Hinweis auf Stérungen des Calciumstoffwechsels bieten wiirden. 
Besonders aber wiirde bei all den Untersuchungen, die die Ab- 
hiingigkeit des Calciumspiegels von Tages- und Jahresrhythmen 
ebenso von pharmakologischer Beeinflussung der Bestimmung des 
Plasmacalciums die einzig richtigen Werte ergeben, wenn hier 
nicht die starke Abhiingigkeit von der Wahl des Zeitpunktes im 
Wege stiinde. Die Absicht, durch Zusatz von Sperrmitteln den 
Plasmacalciumspiegel konstant zu erhalten, ist nur bis zu einem 
gewissen AusmaBe gegliickt, zwar konnte durch Zusatz von Pyra- 
midon die Schwankungsbreite der Plasmawerte untereinander zum 
GroBteil innerhalb der Fehlergrenze der Methodik angeglichen 
werden. Zur wirklichen Verwertung dieser nun einander an- 
geglichenen Plasmawerte wire aber die Erfiillung der Bedingung 
notwendig, da diese Plasmawerte mit den extremen Werten des 
nicht mit Pyramidon versetzten Blutes nahe iibereinstimmen. Dies 
ist zwar in der Mehrzahl der Kurven auch wirklich zutreffend. 


*) Eine Ergiinzung ist durch Untersuchung von unter LuftabschluB 
gewonnenem Blut ndotig. 
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In einer weiteren Anzahl, und dies ist fiir eine praktische Be- 
deutung der Sperrung der Calciumbewegung von ausschlaggebender 
Bedeutung, gelang es aber erst, den Plasmaspiegel unterhalb der 
extremen Werte des nicht versetzten Plasmas zu fixieren, was 
wir auf einen verspiteten Wirkungsbeginn des Sperrmittels be- 
ziehen méchten. Es vergeht doch immerhin einige Zeit, bis es 
zu einer vollen Liésung des Pyramidons im Blute kommt. AuBer- 
dem ist eine Nivellierung der Plasmaschwankungen nicht bei allen 
Versuchen gelungen (Versuch 31), was mit der verwendeten Menge 
und dem Zustand der BlutkérperchenauBenfliche zusammenhingen 
mag, wobei wir aber nur auf Vermutungen angewiesen sind. Kin 
Hinweis ergibt sich hier aus den Befunden von Kerr?’), nach 
welchen die zu einer Salzlésung zugesetzte Menge Serum von 
wesentlicher Bedeutung fiir den Permeabilitaétszustand der K6rper- 
chen ist. Die Beurteilung, ob es sich hier um eine auf das 
Calcium beschrinkte Sperrung handelt, oder ob sie sich auch 
auf die Kinwanderung von Natrium und die Auswanderung von 
Kalium erstreckt, werden weitere Versuche zeigen. In der Zeit- 
spanne der Gerinnung nach der Entnahme des Blutes kommt es 
im ungeronnenen Blut zu einer Bewegung der Mineralstofie 
zwischen Plasma und Ké6rperchen, deren Gradient im Kérper 
wohl gegen das Gewebe gerichtet sein diirfte. 

Hinsichtlich der Permeabilitiitsbedingungen in ihrer Beziehung 
zu dem Milieu kann man heute folgende Zustiinde unterscheiden: 
A. Blutkérperchen im kreisenden Blut; B. Blutkérperchen im 
Plasma nach der Entnahme innerhalb der Zeitspanne der Ge- 
rinnung. Hier ist nach unseren Untersuchungen ein Auswandern 
der Mineralstoffe aus dem Plasma im Sinne einer Adsorption 
von Calcium und vielleicht auch von Natrium an die Blutkérper- 
chen wahrscheinlich, wenn nicht letzterer Mineralstoff auch in 
diesen Mengen schon in das Gefiige eindringt. C. Blutkérperchen 
im Serum oder defibriniertem Plasma nach Wakemann, Hisen- 
mann und Peters?%) impermeabel fiir Kationen. D. Blutkérper- 
chen in unphysiologischem Milieu kationenpermeabel (Kerr, 
Ponder). Insbesondere zwischen © und D gibt es flieBende 
Ubergiinge. Ob die Versuchsanordnungen, bei welchen Salzlésungen 
in die Blutbahn eingefiihrt und vorher und nachher die Blut- 
zusammensetzung untersucht wurde, A oder D zuzurechnen sind, 
kann nicht entschieden werden. 

Aus unseren Analysen kénnen wir durch Untersuchung der 
Wanderung der Mineralstoffe zwischen Plasma und Kérperchen 
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nicht iiber den absoluten Gehalt der Blutkérperchen an Natrium 
und Calcium, sondern nur iiber den Zuwachs an diesen Mineral- 
stoffen etwas aussagen. Allerdings scheint nach den Angaben 
des Schrifttums iiber den Calciumgehalt der Kérperchen der iiber- 
wiegende Teil durch die von uns beschriebene Wanderung zu- 
stande zu kommen. Crabtree und Maizels?4) haben in Uber- 
einstimmung mit Oberst®*), Hald und Eisenmann?*) vor 
kurzem gezeigt, daB unter Einsetzung einer Korrektur fir 
das zwischen den Korperchen bleibende Plasma in Mittel 7,0 M-Aqu. 
Natrium/Liter Blutkérperchen gefunden wurden. Bei unseren 
5 Versuchen mit positiver Plasma-Serumdifferenz wandern im 
Mittel 6,8 M-Aqu. Natrium/Liter aus dem Plasma aus. 


Zusammenfassung. 


In Bestitigung friiherer Angaben wurde bei Bestimmung des 
Calciums und Natriums im Plasma zu verschiedenen Zeiten nach 
der Blutentnahme im geronnenen Blut eine Wanderung der Mineral- 
stoffe zwischen Kérperchen und Plasma festgestellt. Durch Be- 
stimmung der Mineralstoffe in Aschelésungen wurde das absolute 
AusmaB der Bewegung ermittelt. Die Schwankungen des Plasma- 
calciums erfiillen (mit einigen Ausnahmen) den fiir die Serum- 
werte als physiologische Spanne angenommenen Bereich. Neben 
positiven Plasma-Serumdifferenzen wurde auch eine Zahl negativer 
beobachtet. 

Durch Zusatz von Pyramidon zum Blut bei der Entnahme 
werden die Schwankungen des Calciumspiegels im Plasma wesent- 
lich unterdriickt. Die unter Pyramidonwirkung einander an- 
ceniherten Calciumwerte des Plasma koénnen aber nicht mit 
Sicherheit in der Héhe des Plasmawertes der gréBten Plasma- 
Serumdifferenz fixiert werden. 
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Die Einwirkung von Hefe auf Arginin und Histidin’). 
Von 
S. Edlbacher, M. Becker und A. v. Segesser. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1938.) 


Seitdem F. Ehrlich’) zeigen konnte, daB bei der Kinwirkung 
von Hefe auf Aminosiiuren die entsprechenden Alkohole gebildet 
werden, wurde diese interessante Reaktion eigentlich nicht weiter 
verfolgt. Besonders der EinfluB der Hefe auf die basischen 
Diaminosiuren Arginin und Histidin wurde noch nicht naher 
untersucht. Wohl hat seinerzeit F. Ehrlich im Zusammenhang 
mit anderen Versuchen mitgeteilt, daB das Histidin zu dem Alkohol 
Histidol umgewandelt werden sollte, doch gelang es ihm nicht, diesen 
Versuch zu reproduzieren%) (private Mitteilung von F. Ehrlich). 
Da nun gerade die basischen Aminosiuren fiir alle Auf- und 
Abbau-Vorginge der EiweiSkérper von besonderer Bedeutung sein 
diirften, haben wir dieses Problem erneut in Angriff genommen. 
Seitdem D. Ackermann als Erster zeigen konnte, daB eine Reihe 
von Mikroorganismen die Fiahigkeit besitzen, das Histidin zu 
decarboxylieren und auf diese Weise Histamin darstellen konnte, 
wurden noch keine Versuche dariiber angestellt, ob diese Reaktion 
nicht eventuell auch durch Hefe eintreten wiirde. Andererseits 
konnte das Decarboxylierungsprodukt des Arginins, das Agmatin 
bisher von A. Kossel nur aus tierischem Material isoliert werden, 
und es fehlte auch jede Kenntnis dariiber, ob nicht eventuell doch 
der dem Arginin entsprechende Alkohol auf biologischem Wege 
entstehen kénnte. Im Zusammenhang mit anderen bisherigen 
Untersuchungen iiber den Abbau der beiden Hexonbasen ‘*) 
studierten wir zunichst den EinfluB von in Zuckerlisung girender 
Hefe auf diese beiden Stoffe. Setzt man z. B. zu 20 g Hefe, die 





’) Vorliufige Mitteilung, Naturw. 26, 267 (1938). 

*) Biochem. Z. 36, 479 (1911). 

*) Biochem. Z. 63, 379 (1914). 

*) Diese Z. 224, 261 (1934); 242, 253 (1936); 245, 65 (1936); 260, 241 (1937). 
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in einem Liter Traubenzuckerlésung suspendiert sind, etwa 5 ¢ 
Arginin bzw. Histidin zu und 1a8t die Mischung im Brutschrank 
angiren, so gelingt es nicht aus dem Gemisch irgendwelche 
Zersetzungsprodukte in meBbaren Mengen zu isolieren. Diese 
Versuche, die wir unter den mannigfaltigsten Bedingungen aus- 
fihrten, ergaben immer das gleiche Resultat. Die Methodik, mit 
der wir die Isolierung von Spaltprodukten versuchten, war die 
gleiche, wie sie nachher bei der Durchfiihrung der Macerations- 
versuche beschrieben ist. Die beiden Aminosiuren werden offenbar 
von der sprossenden Hefe zum Aufbau der Kérpersubstanz ver- 
wendet und verschwinden. Kine Bildung von Aminoalkoholen, 
wie z. B. von Tyrosol aus Tyrosin, konnte dabei nicht nach- 
gewiesen werden. Kontrollversuche, die wir mit Tyrosin ausfiihrten, 
bestitigten im Gegensatz dazu die von F. Ehrlich gemachte 
Beobachtung der Bildung des Tyrosols. Ob bei den Versuchen 
mit Arginin und Histidin ein solch tiefgehender Abbau dieser 
Aminosiuren erfolgt und dabei stickstoffarme Produkte gebildet 
werden, die nicht zum Aufbau Verwendung finden, ist nicht absolut 
geklirt worden. Die Versuche, die wir aber anstellten, zeigten 
uns, daf in den enteiweiBten Fliissigkeiten von Hefeansitzen ohne 
Arginin oder Histidin sich kaum mehr Stickstoff fand, als in den 
Ansiitzen, die unter Zusatz der beiden Aminosiiuren erfolgte. 


Aus diesem Grunde kann man wohl sagen, daB der Stickstoff 


des Arginins und Histidins fast vollkommen verarbeitet wird und 
aus der Reaktionslésung verschwindet. Es ist daher wohl aucli 
wahrscheinlich, daB diese Aminosiiuren als Ganzes von der Hefe 
aufgenommen werden. Wie teilweise auch schon andere Autoren 
feststellen konnten (F. Ehrlich), nimmt die Reaktion bei Gegen- 
wart anderer Stickstoffquellen einen wesentlich verschiedenen 
Verlauf. Wir konnten in zahlreichen sogenannten Konkurrenz- 
versuchen zeigen, daB Hefe bei gleichzeitiger Darbietung von 
Arginin oder Histidin und einem Ammoniumsalz nur das letztere 
als Stickstoffquelle beniitzt und die zugesetzten Diaminosiuren 
dann iibrig bleiben. Als Ammoniumsalze kamen zur Anwendung 
das Sulfat, das Chlorid und das Nitrat. Dabei zeigte es sich, dai 
bei gleichzeitiger Anwesenheit der Aminosiure und von Sulfat 
oder Chlorid Arginin oder Histidin in unverinderter Form wieder 
bis auf wenige Prozente zu gewinnen war, und zwar wurden die 
beiden Aminosiuren in Form der Pikrolonate isoliert. Es bestitigt 
sich also die Tatsache, daB die Hefe die Ammoniumionen leichter 
verwerten kann als Arginin und Histidin. 
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Nachdem wir auf diesem Wege zu keinen definierten Abbau- 
produkten der beiden Hexonbasen gelangen konnten, gingen wir 
dazu iiber, den Hefe-Macerationssaft auf dieselben einwirken zu 
lassen, und zwar untersuchten wir die Wirkung des Saftes auf 
Arginin, Histidin, Ornithin und Histamin. Dabei ergab sich einer- 
seits, da& von den vier Substanzen nur das Arginin in meB- 
baren Mengen abgebaut wurde. Andererseits konnte ein 
intensiver Kinflu8 des Sauerstofis auf diese Spaltung festgestellt 
werden. LaBt man Hefe-Macerationssaft unter anaeroben Be- 
dingungen bei 38° auf Arginin einwirken, so vermégen 150 ccm 
Macerationssaft 10 g Argininmonochlorhydrat vollkommen in 
Ornithin zu spalten. Dementsprechend findet sich im Macerations- 
saft eine sehr kriftig wirkende Arginase. Diese Arginase ist 
in auffallend intensiver Weise von der Sauerstoffwirkung abhingig. 
Leitet man nimlich durch ein derartiges Spaltungsgemisch wihrend 
der ganzen Versuchsdauer einen schwachen Sauerstoff- oder Luft- 
strom hindurch, so wird das Arginin nicht angegriffen. Das Sauer- 
stoffangebot unterdriickt die Wirkung der Hefearginase 
in extremem MaBe. In diesem Fall konnten wir fast das ganze 
Arginin in Form von Argininpikrolonat wieder isolieren. Wir geben 
in der Folge die Beschreibung eines dieser Versuche wieder. 


10 g Argininmonochlorhydrat wurden in 2800 cem m/15-Phosphatpuffer 
Pr 8,0 gelést und mit 150 ccm Hefe-Macerationssaft versetzt. Die Flissigkeit 
wurde mit 50 cem Toluol iiberschichtet und bei 38° wihrend 60 Stunden 
digeriert. Dann wurde durch Faltenfilter filtriert, mit konzentrierter Salz- 
siure die Mischung auf pq 6,0 gebracht und auf dem Wasserbad bis zur 
Syrupkonsistenz eingeengt. Die Fliissigkeit wurde nun kurz aufgekocht, durch 
ein Faltenfilter filtriert, mit der 2—3fachen Menge Wasser versetzt und mit 
230 cem Plumbum subaceticum duplex gefallt. Der Bleiniederschlag wird 
abgesaugt, mit wenig Wasser nachgewaschen und die vereinigten Filtrate 
werden nun mit Schwefelsiure deutlich kongosauer gemacht. Nun wurde 
das ausgefallene Bleisulfat durch Faltenfilter abfiltriert, der Rest des Bleies 
mit Schwefelwasserstoff gefillt, vom Bleisulfid abfiltriert, der Schwefel- 
wasserstoff durch einen Luftstrom ausgeblasen und auf 220 ccm eingeengt. 
Diese Fliissigkeit wird mit 12 ccm konzentrierter Schwefelsiiure und mit 
100 cem 5volumenprozentiger Schwefelsiure versetzt, Nun wird mit 275 ccm 
50°/,iger Phosphorwolframsiure gefillt, der Niederschlag nach 24 Stunden 
abgesaugt und mit 5 volumenprozentiger Schwefelsiiure ausgewaschen. Im 
Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung finden sich noch 576 mg N, wihrend- 
dem in der gesamten Ausgangslésung 3000 mg N vorhanden waren. Der 
Phosphorwolfram-Niederschlag wurde 2 mal unter Zuhilfenahme von Sand 
mit 5 volumenprozentiger Schwefelsiure verrieben und die Waschfliissigkeit 
verworfen. Es wird dann in iiblicher Weise mit heiSgesiittigter Barytlésung 
zerlegt. Die vom Baryt durch Koblensiure befreite Lésung wird zuniichst 
zur Trockene gedampft, der Riickstand in 30 ccm heiem Wasser geldst, 
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vom restierenden Bariumcarbonat filtriert und mit einem Uberschu8 von 
Pikrinsiure gefillt. Das umkrystallisierte Pikrat zeigt den Schmelzpunk: 
von 206—210°. Das Pikrat wurde zerlegt und die von der Pikrinsiure be. 
freite Lisung nach Schotten und Baumann benzoyliert. Dabei entstand 
eine schwerlésliche Substanz vom Schmelzp. 185°. Mischschmelzpunkt mit 
Ornithursiure ergab keine Depression. 

Es war demnach einwandfrei bewiesen, daB Ornithursiure 
vorlag. Etwa 95°/, des angewandten Arginins konnten in Form 
von Ornithursiure wieder isoliert werden. In ganz analoger Weise 
wurden die Versuche mit Ornithin, Histidin und Histamin durch- 
gefiihrt, und zwar wurden bei den Ornithinversuchen dieses wieder 
in Form von Pikrat und Ornithursiure isoliert, wihrend dem Histidin 
in Form von Histidinpikrolonat und Histidinchlorhydrat und Histamin 
in Form von Histaminpikrat und Histaminhydrochlorid gekenn- 
zeichnet wurden. 

Werden die analogen Ansitze mit Arginin wihrend der 
Reaktionsdauer mit Sauerstoff durchperlt, so findet man nach der 
Zerlegung des Phosphorwolframsiure-Niederschlags das Arginin 
bis auf wenige Prozent unverindert wieder und zwar wurde das 
Arginin in Form von Argininpikrat und Argininhydrochlorid iden- 
tifiziert. Da alle diese Versuche in gleicher Weise und wiederholt 
durchgefiihrt wurden, verzichten wir hier auf eine Wiedergabe. 

1. Zusammenfassend léBt sich also sagen, daB die von uns 
in friiheren Versuchen schon beschriebene Steuerung der Arginase- 
wirkung durch Sauerstoff"), die wir an Arginase tierischer Herkunft 
zeigen konnten, im Hefe-Macerationssaft in extremster Weise statt- 
findet. Troetzdem die Arginase ein ausschlieBlich hydrolytisch 
wirkendes Enzym ist, ist ihre Wirksamkeit an die Oxydo-Reduktions- 
vorginge gekoppelt. Die in den friiheren Untersuchungen mitgeteilten 
Beeinflussungen der tierischen Arginase durch Oxydo-Reduktions- 
Systeme wie Cystein, Glutathion, Ascorbinsiure usw. finden ihr 
Gegenstiick in dieser Reaktion der Hefearginase. 

2. Histidase, die bei allen héheren Tieren in der Leber 
regelmiBig anzutreffen ist, fehlt in Hefe-Macerationssaft. 

3. Unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen werden 
auBerdem weder Ornithin noch Histamin durch Hefe-Macerations- 


saft verindert. 





1) Diese Z. 217, 89 (1933). 
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Dioxymaleinsdure-Oxydase’*). 
Von 


I, Banga und A. Szent-Gyorgyi. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1938.) 


In unserer vorgehenden Arbeit!) wurde an Hand unserer 
Studien iber Autoxydation eine Farbenreaktion mit Fe beschrieben, 
die in spezifischer Weise durch drei Substanzen: Catechol), 
Ascorbinsaure und Dioxymaleinsiure gegeben wurde. Diese Reaktion 
schien aus einem doppelten Grunde beachtenswert. Einerseits 
erklirte sie die besondere Stellung dieser drei Substanzen in 
bezug auf die metallkatalysierte Autoxydation. Andererseits schien 
diese Reaktion in biologischer Hinsicht darum bedeutend, weil 
unter den genannten drei Substanzen zwei, die Ascorbinsiure und 
Catechol (bzw. seine Derivate) das zentrale Glied zweier weit 
verbreiteter biologischer Oxydationssysteme bildet. Die dritte 
Substanz, die Dioxymaleinsiure ist ein Oydationsprodukt der 
Bernsteinsaiure, die eine zentrale Stellung im dritten bekannten 
Oxydationssystem (Cytochrom-Succinat) einnimmt. Diese Beob- 
achtungen zeitigten die Frage, ob nicht auch etwa die Dioxy- 
maleinséure eine analoge Rolle in einem noch unbekannten pflanz- 
lichen Oxydationssystem bildet, aus dem sich im Laufe der phylo- 
genetischen Entwicklung das Cytochrom-Succinat-System hitte 
entwickeln kénnen. 

Die Beantwortung dieses Problems ist schwierig und unsere 
erste Frage war die, ob sich in gewissen Pflanzen ein Ferment 
vorfindet, das in spezifischer Weise zur aeroben Oxydation der 
Dioxymaleinsiure dient und deren Funktion mit der Funktion 
der Ascorbinsiure-Oxydase oder der Catechol-Oxydase analog 
sein kann. 


*) Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Josiah Macy jr.- 
Stiftung, New York, ausgefiihrt. 
') Banga et al., Diese Z. 254, 147 (1938). 
*) = Brenzeatechin. 
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Bekannterweise findet man in vielen Pflanzen eine hochaktiye 
Catechol-Oxydase, die mit Hilfe des in ihm enthaltenen Metalles 
Catechol in Gegenwart von O, zu Chinon zu oxydieren vermag, 
welches Chinon dann als intermediiirer Acceptor des von den 
Nihrstoffen mobilisierten Wasserstofis dienen kann. In anderen 
Pflanzen findet man ein analoges Ferment, das Ascorbinsiiure zu 
Dehydroascorbinsiure zu oxydieren vermag. Diese Fermente haben 
die Respiration der Pflanzen zu vermitteln. In einigen Pflanzen 
findet man beide Enzyme gleichzeitig. Es gibt aber verschiedene 
Pflanzen, in denen weder das eine, noch das andere Ferment aut- 
zufinden ist, was die Méglichkeit eréffnet, daB ein drittes Ferment, 
eine Dioxymaleinsiure-Oxydase, eine analoge Rolle spielt. 

Meerrettichwurzeln wurden gewaschen, dann mit einem scharfen 
hélzernen Spatel abgeschabt, mit einem hélzernen Hammer zer- 
schlagen, mit wenig (etwa 1 ml je Gramm) Wasser versetzt und 
durch ein Tuch ausgepreBt. 2 ml dieses Saftes wurde im War- 
burg-Respirometer bei Zimmertemperatur mit 2 ml m/5-Acetat- 
puffer von p,, 6 versetzt. Nach erreichtem Temperaturgleichgewicht 
wurde aus dem Seitenrohr 1 ml m/20-Dioxymaleinsiure, gelést in 
50°/, Alkohol zugelassen. Nach SchlieBen der Hihne wird die 
Sauerstoffaufnahme alle 5 Minuten abgelesen. Wird an Stelle der 
Dioxymaleinsiurelésung 50°/, Alkohol oder Wasser eingelassen, 
so erhalt man praktisch gar keine Sauerstoffaufnahme. Bei Dioxy- 
maleinsiure wird in den ersten 5 Minuten 200—240 cmm Q,, 
in den folgenden 5 Minuten etwas weniger (120—150) auf- 
genommen. Die O,-Aufnahme wird in den folgenden Perioden 
stets geringer. Die im Parallelversuch ausgefihrte Jodtitration 
zeigt, daB gleichzeitig die titrierbare Dioxymaleinsiure entsprechend 
abnimmt, daB also die O,-Aufnahme der Oxydation dieser Substanz 
zuzuschreiben sei. Steht die O,-Aufnahme zuletzt still, so ist auch 
die Dioxymaleinsiure verschwunden; dann sind pro Mol. Dioxy- 
maleinsiure 1 Atom O verbraucht worden. 

Wird der Pflanzensaft vor dem Versuch 10 Minuten im sieden- 
den Wasserbade erwirmt, dann werden nur geringe Mengen Sauer- 
stoff (in 10 Minuten 90 cmm) O, aufgenommen. Dasselbe ist 


zugesetzt oder der Saft mit Trichloressigsiure behandelt wurde. 
Die Oxydation der Dioxymaleinsiure wurde also durch ein 
thermolabiles System verursacht. 
DaB nicht freie Metallspuren, die durch das prizipitierte 
Protein mitgerissen wurden, die Oxydation der Dioxymaleinsiure 















































der Fall, wenn die Dioxymaleinsiiure einem reinen Acetatpuffer 
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verstiirkt haben, bewiesen wir derart, daB der Saft eingetrocknet, 
verbrannt, in HNO, gelést, abgedampft, in Wasser gelist, noch- 
mals abgedampft und zuletzt in Acetat-Puffer gelést wurde. Diese 
Flissigkeit bedingt keine erhéhte Oxydation der Dioxymaleinsiure '). 

Die Dioxymaleinsiure-Oxydation des Pflanzensaftes wird durch 
geringe Mengen von KON nicht gehemmt und wird von groBen 
Mengen dieses Giftes beschleunigt. Dies beweist, daB das Enzym 
weder mit Peroxydase, noch mit Catechol oder Ascorbinsiiure- 
oxydase identisch sein kann. Auch spricht dies gegen die Wirkung 
freien Metalles. Eine Ascorbinsiure- oder Catechol-Oxydase wird 
in dem Safte nicht gefunden, da die entsprechenden Substanzen, 
im Warburg-Respirometer dem Safte zugesetzt, keine erhéhte 
Q,-Aufnahme zeigen. 

Das Optimum der thermolabilen Dioxymaleinsiure-Oxydation 
durch den Pflanzensaft liegt zwischen p,, 6—3. 

Aus dem Safte scheidet sich beim Stehen oder beim Erfrieren 
und Auftauen ein schwerer, inaktiver Niederschlag aus. Aus dem 
klaren Safte liBt sich dann die Oxydase der Dioxymaleinsiure 
durch iiberschiissiges Aceton oder Alkohol ausfiillen. 

Die Autoxydation der DM wird durch zugesetztes Fe und 
Cu beschleunigt. Etwa m/500-Cu oder -Fe geben dieselbe Be- 
schleunigung wie 2ml des beschriebenen Saftes. m/1000-Fe gibt 
etwa die halbe Wirkung, dieselbe Menge Cu gibt nunmehr nur 
eine sehr geringe Beforderung. Durch zugesetztes m/100-Cyan 
oder Rhodanat wird diese metallkatalysierte Oxydation gehemmt. 
Dieselben Substanzen haben auf die Oxydation der DM durch 
das Ferment keine Wirkung. 

Zusammenfassend liBt sich also sagen, dab die Meerrettich- 
wurzel ein Enzym enthilt, das die Dioxymaleinsiure in intensiver 
Weise zu oxydieren vermag. Dieses Ferment ist mit den bekannten 
Fermenten (Peroxydase, Ascorbinsiure-Oxydase, Catechol-Oxydase) 
nicht identisch. Das Ferment hat auf Ascorbinsiure oder Catechol 
keinen EinfluB, ist also in seiner Funktion, soweit untersucht, fiir 
DM spezifisch. 

Ks gelang nicht das Redoxpotential der Dioxymaleinsiure zu 
messen, weil sich kein konstantes Potential einstellt. Wahrschein- 
lich ist dies der Labilitit des primaren Oxydationsproduktes 





) Sollte die Oxydation der DM durch freie Metallspuren bedingt ge- 
wesen sein, so miiBte auch Ascorbinsiiure oxydiert werden, deren Autoxy- 
dation besonders durch Cu sehr stark beschleunigt wird. Der Saft der 
Meerrettichwurzel hat auf Ascorbinsiiure keinen EinfluB. 
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zuzuschreiben. Versuche mit Farbstoffen zeigten annaiherungsweise, 
daB das Potential der DM im selben Gebiete liegt wie das der 
Ascorbinsiure. Wire also die Wirkung der DM-Oxydase keine 
spezifische und wiirde diese in irgendeiner Weise als ein unspezi- 
fisches Oxydationsmittel wirken, so sollte man erwarten, daB durcl 
dieses Enzym auch die Ascorbinsiure in gleicher Weise oxydiert wird. 

Die oben genannten Versuche wurden mit Radieschen wieder- 
holt mit dem Unterschiede, daB hier zum zerkleinerten Gewebhe 
kein Wasser zugesetzt wurde. Radieschen verhielten sich in jeder 
Beziehung der Meerrettichwurzel gleich. 

Griine Paprika-Friichte enthalten eine sehr aktive DM- 
Oxydase, aber keine Catechol- oder Ascorbinsiure-Oxydase. 

Zwiebel, sowohl das Blatt wie die Knollen enthielten eine 
elnigermaBen weniger aktive DM-Oxydase. Sie bzw. ihr Saft 
oxydierte spurenweise Ascorbinsiure. 

Spargel enthielt eine sehr aktive DM-Oxydase, aber keine 
Ascorbinsiure- oder Catechol-Oxydase. 

Kohlriiben-Knollen enthielten eine recht aktive DM-Oxydase 
und eine weniger aktive Ascorbinsiure-Oxydase. In den Blattern 
war das Verhiltnis umgekehrt. Eine Catechol-Oxydase wurde nicht 
gefunden. 

Auch Gurkensaft hatte wenig Wirkung auf DM, oxydierte aber 
Ascorbinsiure in intensiver Weise. Keine Catecholoxydase. 

Das griine Gras oxydierte Catechol und DM stark, Ascorbin- 
siure nur wenig. Die Wirkung auf DM konnte nicht durch die 
Catechol-Oxydase bzw. die Reduktion des Chinons durch DM erklirt 
werden, da sonst auch die Ascorbinsiure in gleicher Weise hitte 
fordern miissen. Bei p,, 3 ist die Catechol-Oxydase inaktiv, die DM- 
Oxydase aktiv. Die Oxydation der DM wird durch Cyan, das die 
Catechol-Oxydase ginzlich inaktiviert, nicht gehemmt. 

Soweit also diese tastenden Versuche zeigen, ist in bezug 
auf DM-Oxydase die Lage eine ihnliche, wie dies fiir Catechol- 
und Ascorbinsiure-Oxydase gefunden wurde. In einigen Pflanzen 
findet man das Ferment allein oder wenigstens stark im Vorder- 
grunde. In anderen findet man es in Gesellschaft der anderen 
Fermente. 

Unsere Versuche miissen aus AuBeren Griinden zeitweilig 
abgebrochen werden. Aus diesem Grunde publizieren wir unsere 
sehr unvollkommenen ersten Beobachtungen iiber die DM-Oxydase, 
beabsichtigen aber spiater, zur Erginzung der Arbeit, auf dasselbe 
Thema zuriickzukommen. 

























Uber die Anfangsvorgange der Glykogenolyse im Muskel 
und im Herzen. 


Vergleichende Untersuchungen. 
Von 
Zbigniew Augustin. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Lwow.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1938.) 


I. Einleitung. 


In Extrakten von Kaninchen- und Froschmuskeln, in An- 
wesenheit von Phosphat, verliuft die Aufspaltung des Glykogens 
unter Bindung des Phosphats und Bildung von Hexosemono- 
phosphorsiure-Kster. 

Parnas und Baranowski}, die zuerst diesen Vorgang beob- 
achtet haben, fanden, daB er — ohne Mitwirkung der Adenosin- 
triphosphorsiure — durch Einwirkung von Phosphat aufGlykogen 
in einem autolysierten und dialysierten Muskelextrakt stattfindet; 
sie haben diesen Vorgang als Phosphorolyse bezeichnet und 
angenommen, daf der Umwandlung des Glykogens in Embden- 
Kster keine Hydrolyse des Polysaccharids vorangeht; daB vielmehr 
eine Kinlagerung der Phosphatreste an denjenigen Stellen statt- 
findet, an welchen die Glucosereste in Glykogen zusammenhingen, 
unter direkter Bildung des Esters; als dieser Ester erwies sich 
der Cori-Ester?), der strukturchemisch Glucopyranose-1-phosphor- 
siure-Kster ist?), 

Der Cori-Ester wird durch Enzyme, die im Muskelgewebe 
enthalten sind und in den Extrakt iibergehen, unter Mitwirkung 
des Mg-Ions**) in den Embden-Kster iibergefiihrt. Die Phos- 
phorolyse des Glykogens ist von der weiteren Glykogenolyse un- 
abhingig. 

Die Vorstellung der direkten Phosphorolyse ist darauf gestiitzt, 
dab hydrolytische — enzymatische und chemische — Spaltungs- 
produkte des Glykogens durch im Muskel nachweisbare Enzyme 
nicht in Phosphorsiiure-Ester iibergefiihrt werden kénnen. Diese 
Vorstellung wurde auch durch Mystkowski®) bestitigt und scheint 
heute weitgehend angenommen zu sein. Die Glykogenolyse scheint 
aber nicht in allen Muskelarten in gleicher Weise vor sich zu gehen. 
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Ostern und Guthke’) fanden, daB in Extrakten von 
Fischmuskeln, obwohl sie so viel Adenosintriphosphorsaure wie 
Kaninchenmuskel enthalten, keine direkte Phosphorolyse stattfindet. 
In den Arbeiten von C.Cori und G.Cori?), in welchen der Cori- 
Ester entdeckt worden ist, wurde die Phosphorylierung des 
Glykogens nicht durch Muskelextrakt bewirkt, sondern durch den 
Riickstand aus ausgewaschenen Muskeln. Die Phosphorylierung 
erforderte die Anwesenheit von Muskeladenylsaure, nicht 
von Adenosintriphosphorsaure. 

Dies schien in Widerspruch mit dem Befund von Parnas 
und Baranowski zu stehen, welche die Bildung des Embden- 
Esters in Muskelextrakten beobachtet haben, in welchen bestimmt 
keine Adenylsiure enthalten war. Spater benutzten Ostern, 
Guthke und Terszakoweé®) solche Extrakte zur priparativen 
Synthese des Embden- Esters. 

Der scheinbare Widerspruch wurde durch Parnas und 
Mochnacka®") aufgeklirt; sie fanden, daB die Phosphorolyse 
des Glykogens im Muskelextrakt sowohl durch Adenylsaure als 
durch Inosinsiure aktiviert werden kann; Inosinsiure kann also 
die Adenylsaure in ihrer Funktion als Aktivator der Phosphorolyse 
in Muskelextrakten vertreten. 

Die Bedeutung der Derivate und Umsetzungsprodukte der 
Adenylsiiture — also der Adenylsiure, der Adenosintriphosphor- 
siiure und der Inosinsiure — fiir die Phosphorolyse des Glykogens 
ist bis jetzt nicht aufgeklirt. Die einzelnen Stoffe wirken ver- 
schieden, je nachdem, welches Enzympriparat zur Anwendung 
gelang. In den Kaninchenmuskelextrakten, mit welchen Parnas 
und Mochnacka gearbeitet haben, und die durch Elektrodialyse 
oder Incubation bei 40°, beides in schwach alkalischer Lésung, 
inaktiviert worden sind, wirkte Inosinsiure immer etwas schwicher 
als Adenylsiure — die Wirkung der Inosinséure war bei Aaqui- 
valenten Konzentrationen beider Stoffe in manchen Versuchen nur 
um 10°/, schwacher (Privatmitteilung von Frl. Mochnacka). In 
Extrakten, mit welchen G. Cori, 8. Colovick und C.Cori arbeiten, 
sowie in Phosphatextrakten, aus gewaschenen Muskeln, die in den 
Arbeiten von Kendal und Stickland5) verwendet werden, ist die 
Inosinsiurewirkung viel schwicher als die der Adenylsiure, sie 
kann sogar ganz fehlen. Frl. Mochnacka verdanke ich auch die 
Mitteilung, daB in nacheinander bereiteten Muskelextrakten 
(Kaninchen) nach Kendal und Stickland die Aktivierbarkeit 
durch Inosinsiure gegeniiber der durch Adenylsiure abfallt und 
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im sechsten Extrakt in +/,,,.5, molaren Zusiitzen des Aktivators 
fiir Inosinséure vollstandig fehlt. Die Behauptung von Kendal 
und Stickland, daB nur Adenosintriphosphorsdure, nicht 
aber Adenylsiure die Phosphorolyse des Glykogens in diesen 
Extrakten aktiviert, ist von denselben Forschern spiter zuriick- 
genommen worden, sie beruhte auf einem experimentellen Irrtum. 
Adenosintriphosphorséure scheint in diesem Vorgang 
nur als Adenylsdiure zu wirken. Ks ist, wie gesagt, zur Zeit 
nicht méglich, aus den bekannten, an verschiedenen Muskel- 
extrakten ermittelten Tatsachen ein Bild iiber die Rolle der drei 
Substanzen bei der Phosphorolyse im Muskel zu konstruieren. 
Folgendes mu8B aber im Auge behalten werden. Adenylsiure ist 
im Muskel niemals in nachweisbaren Mengen zugegen, sie entsteht 
nur voriibergehend und verwandelt sich sofort entweder in 
Adenosinpolyphosphorsiure oder Inosinsiure. Sie kénnte also 
nur in ,statu nascendi* wirken. Es muBte noch die Frage 
entschieden werden, ob Adenosintriphosphorsiure als solche wirkt, 
oder nur durch die aus ihr gebildete Adenylsiure; es hat sich 
herausgestellt!), da& Adenosintriphosphorsiure als solche ganz 
unwirksam ist, folglich muB man annehmen, daB die Adenylsiure 
und die Inosinsiure die wirklichen Aktivatoren sind, wobei der 
Adenylsiure eine kurze energischere Wirkung, der im Muskel ver- 
bleibenden Inosinsiiure eine protrahierte Wirkung zuzuschreiben 
ist. Weitere Untersuchungen werden diese Frage zweifellos 
kliren; wie die Sachen heute stehen, erscheint es miibig, wenn 
jeder Autor die Erscheinungen in dem von ihm bereiteten Extrakt 
in den Vordergrund schiebt. 


In meiner Arbeit sind qualitativ ganz verschiedene Wirkungen 
der Inosinsiure und der Adenylsiure in verschiedenen Muskel- 
seweben zu Tage getreten, und iiber sie soll hier berichtet werden. 


II. Methoden. 


Die Herz- und Skelettmuskeln wurden aus dem Schlachthaus bezogen 
und dann weiter auf Extrakte in ‘ihnlicher Weise verarbeitet, wie es in der 
Arbeit von Ostern, Guthke und Terszakoweé') angegeben ist. 


Die frischen wiBrigen Extrakte (Muskel zu Wasser 1:1) wurden bei 
Zimmertemperatur 8 Stunden lang autolysiert und dann in Cellophanschliuchen 
gegen flieBendes Leitungswasser 15—80 Stunden lang bei py =7 dialysiert. 


Die Bestimmungen von Glykogen, Phosphat und Reduktion wurden 
im Trichloressigsdurefiltrat ausgefiihrt: das Glykogen nephelometrisch, die 
Phosphate nach Fiske und Subbarow'®), die Reduktion nach Hagedorn 
und Jensen. 
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Die Stammlésung des Glykogens wurde in folgender Weise bereitet: 
das Glykogen (aus Kaninchenlebern) wurde in Phosphat- oder Veronalputfer 
(Pa = 7) gelést und dann polarimetrisch bestimmt. 


III. Versuche. 

In frischen Herzmuskelextrakten verliuft die Glykolyse iihn- 
lich wie in Skelettmuskelextrakten aus Kaninchen [Ochoa!’)), 
Aus dem zugesetzten Glykogen bildet sich Milchsiiure. Der Unter- 
schied liegt nur darin, daB die Enzyme vom Herzmuskel empfind- 
licher sind und schneller ihre Aktivitait verlieren. Meine Versuche 
zeigten auch, daB frische Herzmuskelextrakte (vom Ochsen und 
Kalb) zugesetztes Glykogen recht energisch in Anwesenheit von 
Phosphatpuffer bei p,,=7 zersetzen. Anders verhalten sich aber 
solche Extrakte, wenn sie autolysiert und 15—20 Stunden lang 
dialysiert worden sind; sie zersetzen dann das zugesetzte Glykogen 
in Anwesenheit von Phosphat iiberhaupt nicht. 

Bei Autolyse und Dialyse verlieren also die Extrakte ihre 
Aktivitiit viel schneller als Kaninchenmuskelextrakte, aus welchen 
man solche inaktive Extrakte nur nach sehr langer Dialyse 
oder bei Autolyse bei héherer Temperatur [Parnas und Moch- 
nacka®), Parnas?*)] oder bei wochenlangem Stehen im Eiskasten 
[Cori-Cori!)] bekommt. 

Wenn man zu solchen inaktiven Extrakten Adenylsiure oder 
Inosinsiiure zugibt, so werden sie reaktiviert und dann zersetzen 
sie das Glykogen. 

Diese Befunde zeigt die Tab. I. 


Tabelle I. 
Herzmuskelextrakt vom Ochsen 3 Stdn. autolysiert, 20 Stdn. dialysiert. 


a) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/3-Phosphatpuffer + 2 ml H,0, 
b) 220ml , +2ml " nee), » m + 2 ml 
Adenylsiure m/50 (py = 
c) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/3-Phosphatpuffer + 2 ml 
Inosinsiure m/50 (pq = 7). 
Incubation 20°, py = 7. 





‘ 











| o | 2 | a [| ot | Bemerkung 
ie 25%) | 25 25 24,4 
“~ | Gl 50,8 50,8 50,8 50,8 
b P 25 16,6 16,6 17,2 || 97% Phosphorylation des 
G 50,8 7,9 5,64 7,9 |j Glykogens nach 4 Stdn. 
i RD i 25 25 23,7 23,7 
Gl 50,8 27,4 11,3 11,3 











*) Zahlen in Milligramm pro Gesamtansatz. 
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Dieselbe Tabelle zeigt auch, daf zwischen der Wirkung der 
Adenylsiiure und Inosinsiure ein wesentlicher Unterschied besteht, 
und zwar: die Inosinsiure reaktiviert Extrakte anders als die 
Adenylsiure, das Glykogen zersetzt sich in Extrakten, welche 
durch Adenylséure aktiviert werden, unter Bindung von Phosphat; 
in Extrakten dagegen, die durch Inosinsiiure aktiviert worden 
sind, verschwindet das Glykogen, es erfolgt aber keine 
Bindung von Phosphat. 

Ferner (dies gibt die Tabelle nicht an) werden die Herz- 
muskelextrakte, die linger als 15 Stunden lang dialysiert worden 
sind (vom Ochsen 30 Stunden, vom Kalb 20 Stunden), nur durch 
Adenylsiure vollstiindig reaktiviert, nicht aber durch Inosinsiure. 
In Herzmuskelextrakten vom Ochsen wird das Glykogen in 30 bis 
100°/, phosphoryliert, in solchen vom Kalb nur in 44—66°/). 
Ahnlich wie Herzmuskelextrakte vom Ochsen und Kalb verhalten 
sich die Herzmuskelextrakte vom Hund, Pferd, Schwein und 
Kaninchen. Sie werden durch Autolyse und Dialyse inaktiviert 
und durch Zusatz von Adenylsiiure oder Inosinsiure reaktiviert, 
und zwar mit dem oben erwihnten Unterschied in der Art der 
Aktivierung. 

Die Herzmuskelextrakte vom Pferd werden durch Dialyse 
ebenso leicht inaktiviert wie solche vom Ochsen. Von allen 
versuchten Herzmuskelextrakten enthilt das Herz vom Pferd 
die stiirkste 5-Nucleotidase [Reis?4)]. Infolgedessen wird die zu- 
gesetate Adenyl- oder Inosinsiiure sehr schnell dephosphoryliert 
und der Extrakt wird wieder inaktiv. Viel langsamer werden die 
Herzmuskelextrakte vom Schwein, Hund und Kaninchen durch 
Dialyse inaktiviert. Sie erfordern mindestens eine 30 stiindige 
Dialyse. In mit Adenylsiiure reaktivierten Herzmuskelextrakten 
vom Pferd wird das Glykogen zu 80—100°/, phosphoryliert, in 
solehen vom Hund in 45—50°/,, vom Schwein 20—59°/,, vom 
Kaninchen 50—69 °/,. 

Es entsteht die Frage, was sich aus dem Glykogen in den 
mit a) Adenylsiiure aktivierten Extrakten bildet, und was aus den 
mit b) Inosinsiure aktivierten? 

Ad a) Ich setzte einen gréBeren Ansatz aus dem inaktivierten 
Herzmuskelextrakt vom Ochsen, ahnlich wie in Tab. I zusammen 
und verarbeitete ihn nach der Methode von Ostern, Guthke 
und Terszakoweé: aus 274 mg Glykogen bekam ich das Ba-Salz 
eines schwer hydrolysierbaren Esters. Nach der 5 maligen Lisung 
im heiBen Wasser und Fiallung mit Alkohol erhielt ich 6 mg 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. 5 
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dieses Salzes; 3 stiindige Hydrolyse in 1 n-HCl bei 100° gab 27°) 
des freien Phosphats im Verhiltnis zum Totalphosphat. Dies 
stimmt fiir den Embden-Ester. 

Ad b) Durch Inosinsiiure aktivierte Ansitze verarbeitete ich 
in folgender Weise: nach dem Verschwinden des Tyndall-Effektes 
wurde der Ansatz enteiweiBt, neutralisiert und bei Zimmertempe- 
ratur eingeengt. Die Phosphate wurden mit basischem Bleiacetat 
gefallt; im Filtrat kann man direkt oder nach Entbleiung ein 
Osazon erhalten. 

In einem Falle bekam ich aus dem Herzmuskelextrakt vom 
Schwein ein phosphorfreies Osazon, dem Glykosazon sehr 
ihnliche Biischel von gelben Nadeln. Der Schmelzpunkt nach 
2maliger Umkrystallisierung aus dem heiBen 70°/,igen Athyl- 


alkohol betrug 198°. 
In durch Inosinséure aktivierten Extrakten bestimmte ich 


auch die Reduktion in enteiweiBbten Filtraten. Auf 


Glucose berechnet betrug stets die Reduktion 50—100°/, der 
Abnahme des Glykogens. 

Abnlich wie Muskeladenylsiiure wirkt auch Adenosintriphos- 
phorsiure; Adenosin und Hefeadenylsiure sind wirkungslos; sie 
aktivieren weder Phosphorolyse noch Hydrolyse des Glykogens. 
Der einzige Aktivator, welcher Phosphorolyse bewirkt, ist nach 
meinen bisherigen Beobachtungen die Muskeladenylsiure und die 
Adenosintriphosphorsiure. 

Fir die hydrolytische Spaltung des Glykogens dagegen 
gibt es neben der Inosinsiure auch andere Aktivatoren. Wird 
zu einem inaktivierten Herzmuskelextrakt vom Rind, der durch 
Veronalacetatpuffer auf p, = 7 gebracht ist, Glykogen allein 


ohne Phosphat zugesetzt, so erliegt es der Amylasewirkung. 


Setzt man dagegen das Glykogen und Phosphatpuffer zu, so unter- 
bleibt die Aufspaltung des Glykogens (Tab. IIa und b). 


Tabelle II. 

Herzmuskelextrakt vom Ochsen 5 Stdn. autolysiert, 20 Stdn. dialysiert. 
a) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 

+ 0,5 ml H,0O, 
b) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,26 °/, in m/3-Phosphatpuffer 

+ 0,5 ml H,O, 
c) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,26 °/, in m/3-Phosphatpufter 

+ 0,5 ml MgSO, n/10, 
d) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,26 °/, in m/3-Phosphatpuffer 
+ 0,5 ml MgCl, n/10. 
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Incubation 20°, py = 7. 














G1 0" GI 2 Gl 4» 
a 50,8 18,15 5,65 
b 45,2 45,2 45,2 
e 45,2 50,2 35,2 
d 45,2 21,0 8,97 


Aus der Tab. Ifa und b geht klar hervor, daB die Wirkung 
der Amylase — ich bezeichne das Enzym so, weil es auch 
Stirke aufspaltet — durch Anwesenheit von Phosphationen 
aufgehoben wird. 

Diese ionale Wirkung wird entweder durch Inosinsiiure auf- 
csehoben, in deren Gegenwart die hydrolytische Aufspaltung des 
Glykogens stattfindet, wenn man aber Adenylsiiure zusetzt, dann 
erfolgt die Phosphorolyse des Glykogens. 

Die Phosphathemmung der diastasischen Aufspaltung des 
Glykogens wird aber nicht nur durch Inosinsiiure aufgehoben, 
sondern auch durch Chlorionen (Tab. Ile und d). 

Kin Zusatz von }/,,, normaler MgCl,- oder KCl-Lésung zu 
einem Ansatz, in welchem die Aufspaltung des Glykogens durch 
eine }/,, molare Phosphatlésung gehemmt ist, hebt diese Hemmung 
auf, MgSO, ist wirkungslos. 

Extrakte aus Kalbsherzen verhalten sich genau wie Extrakte 
aus Ochsenherzen. Tab. II zeigt klar, daB der Herzmuskel 
Amylase enthalt, welche durch Phosphationen gehemmt 
und durch Chlorionen aktiviert wird. 

Meine Befunde stimmen — was die Frage der Herzamylase 
betrifft — mit den Befunden von Winter!) iiberein. Winter fand, 
daS Glycerin-Herzmuskelextrakte vom Hund, nach 40 stiindiger 
Incubation, das Glykogen zu den einfacheren, reduzierenden, phos- 
phorfreien Sacchariden aufspalten. Er erhielt hauptsichlich Gluc- 
osazon, und ein anderes vielleicht auch ein Trisaccharidosazon. 

Winter nennt die Amylase der Herzmuskel Glykogenase. 
Aus einem Herzmuskelextrakt vom Ochsen, der durch Chlorionen 
aktiviert worden ist, bekam ich ein phosphorfreies Osazon — 
celbe Nadeln in Biischeln — in hei®em 70°/,igen Athylalkohol 
ldslich. Schmelzp. 200°, Stickstoffbestimmung 6,5 °/,. Wahrschein- 
lich bekommt man aus den hydrolytischen Spaltungsprodukten des 
Glykogens kein einheitliches Osazon, sondern ein Osazongemisch. 
Neben den Osazonen, die in heiBem 70 °/,igen Athylalkohol léslich 
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waren, bekam ich auch Osazone, die sich in siedendem Pyridin 
nicht lésten, und bei 280° noch nicht schmolzen. Die Reduktions- 
bestimmung in Extrakten, die durch Chlorionen aktiviert worden 
sind, gab stets Zahlen, die — auf Glykose umgerechnet — 
zwischen 50 und 100°/, der Abnahme des Glykogens schwankten. 

Wenn man die ganz verschiedene Wirkung von Adenylsiiure 
und Inosinsiiure vergleicht, so kann man beweisen, daB der Phos- 
phorylierung nur das ganze Molekiil des Glykogens verfallt, nicht 
aber seine Spaltungsprodukte. Dies ersieht man aus der Tab. III. 


Tabelle III. 
Herzmuskelextrakt vom Ochsen 3 Stdn. autolysiert, 15 Stdn. dialysiert. 
40 ml] Extr. + 5 ml Glykogen 1,47 °/, in m/3-Phosphatpuffer + 4 ml 


Inosinsiiure m/50 (py = 7). 
Zur Phosphat- und Glykogenbestimmung wurden Proben von je 5 ml! 
aus dem Ansatz herausgenommen. Nach 3 stiindiger Incubation bei 20° 
und py = 7 wurde zum Ansatz 2 ml Adenylsiure m/50 (pq = 7) zugesetzt 


und weiter incubiert. 








P 0 | Pit] pe | ps | pas | P3,5"| P 4h | P 45" P 5 




















15 | 42,7 | 38,8 | 37,6 | 37,6 | 87,4 | 40,0 





44,1 | 44,1 | 


Der inaktive Herzmuskelextrakt vom Ochsen wurde zuerst 
durch Inosinséure aktiviert. Nach 3 stiindiger Incubation, als der 
Tyndall-Effekt verschwand, wurde zum Ansatz Adenylsiure zu- 
gesetzt. Phosphat nahm danach nicht ab. 

Der Herzmuskel enthilt also sicherlich zwei Enzymsysteme, 


von denen das eine — das phosphorylierende System — zum 
Embden-Ester fiihrt, das zweite hingegen — das hydrolytische, 
diastasische System — zu einfacheren, reduzierenden, phosphor- 


freien Sacchariden. 

Die eigentiimliche Hemmung der hydrolytischen Aufspaltung 
des Glykogens in Herzmuskelextrakten durch Phosphat, das in 
Gegenwart des eigentlichen Aktivators (der Adenylsiure) an Glykogen 
gebunden wird, und die merkwiirdige Aufhebung dieser Hemmung 
durch Chlorionen und durch Inosinsiure, die das gewebsendogene 
Umsetzungsprodukt der Adenylsiure ist, erscheinen sehr inter- 
essant, denn sie ergeben in bezug auf den Zusammenhang der 
Gewebsreaktionen neue Perspektiven. 

Die Feststellung, daB Adenylsiure und Inosinsiure in Herz- 
muskelextrakten in qualitativ verschiedener Weise aktivierend 
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wirken, legte es nahe, ahnliche Experimente an Skelettmuskel- 
extrakten vom Ochsen und Kalb auszufiihren. 


Tabelle IV. 
Rindsmuskelextrakt 3 Stdn. autolysiert, 19 Stdn. dialysiert. 


a) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 


+ 0,5 ml H,0, 


b) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 3,1 °/, in m/3-Phosphatpuffer 


+ 0,5 ml H,0, 


c) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 3,1°/, in m/3-Phosphatpuffer 


Incubation 20°, py = 7. 


+ 0,5 ml MgCl, n/10. 























0 > + 5° Bemerkungen 
| ? 8,7 - _ 8,5 
* 161 | 50,8 50,8 50,8 58,5 
b P 27,1 20,2 17,8 16,65 91 °/, Phosphorylation des 
Gl 62 16,75 8,62 13,5 Glykogens nach 4 Stdn. 
=F 26,8 19 15,55 16,15 || 100 °/, Phosphorylation des 
“1Gl | 62 20,8 10,8 18,9 |f Glykogens nach 4 Stdn. 


Aus der Tab. IV ersieht man, daB der Skelettmuskelextrakt 
sich ganz anders verhalt als der Herzmuskelextrakt vom gleichen 
Tier. Im Veronalacetatpuffer spaltet er das Glykogen gar nicht 
auf, phosphoryliert es dagegen sehr leicht. 

Nicht einmal durch die 36 stiindige Dialyse wurde derselbe 
Kxtrakt inaktiviert, die Phosphorolyse ging glatt vor sich; Chlor- 
ionen haben in den Rindsmuskelextrakten keine Wirkung, sie 
hindern die Phosphorolyse nicht. 

Andere Rindsmuskelextrakte sind nicht so unwirksam gegen 
das Glykogen, wenn man es zugleich mit Veronalacetatpuffer zu- 
gibt. Sie spalten das Glykogen auf, dabei wird es aber durch 
gewebseigene Phosphate, welche sogar durch sehr lange Dialyse 
aus den Extrakten nicht beseitigt werden kénnen, phosphoryliert 
‘ab. V). Als Aktivator solcher Phosphorolyse wirkt hier vielleicht 
die gewebseigene Inosinsiure. 


Tabelle V. 
Rindsmuskelextrakt 4 Stdn. autolysiert, 23 Stdn. dialysiert. 


a) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/35-Veronalacetatpufter 
+2ml H,0, 

b) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,54 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 

+ 2 ml Adenylsiiure m/50 (pq = 7). 
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Incubation 20°, py = T. 








, iP 9,5 
“ | Gl 50,8 

) 9,2 
b { G1 50,8 





a) 20 ml Extr. + 2 
b) 20 ml Extr. + 2 


¢c) 20 ml Extr. + 2 


d) 20 ml Extr. + 2 








48,4 


5h Bemerkungen 
73 | 35,6 °/, Phosphorylation des 
8 { Glykogens nach 5 Stdn. 


7 

4 

6,6 2,2 °/, Phosphorylation des 
4 Glykogens nach 5 Stdn. 





Die Anwesenheit der Amylase in den Rindsmuskelextrakten 
wurde damit nicht bestiitigt; solche Extrakte verhalten sich ganz 
genau wie Kaninchenmuskelextrakte: zum Aufspalten des Glykogens 
erfordern sie nur das freie Phosphat. 

In der Folge ging ich zur Untersuchung von Kalbsmuskel- 
extrakten iiber; schon die ersten Versuche zeigten, daB die Kalbs- 
muskelextrakte (aus 2—4 Wochen alten Kilbern) sich von den 
Rindsmukelextrakten unterscheiden: sie lassen sich stets durch 
20 stiindige Dialyse inaktivieren und durch Adenylsiure und Inosin- 
siure reaktivieren (Tab. VI a, b und c). 


Tabelle VI. 


ml Glykogen 
ml Glykogen 


ml Glykogen 


ml Glykogen 


Kalbsmuskelextrakt 3 Stdn. autolysiert, 20 Stdn. dialysiert. 


2,7 °/, in m/3-Phosphatpuffer + 2 ml H,0, 
2,7 °/, in m/3-Phosphatpuffer 

+ 2 ml [nosinsiure m/50 (py = 7), 
2,7 °/, in m/3-Phosphatpufter 
+ 2 ml Adenylsiure m/50 (py = 7), 
', in m/3-Phosphatpuffer 


+ 1ml HgCl, n/10 + 1 mi H,0. 


bo 
2 
-1 


Incubation 20°, py = 7. 














or 2.5% 

(P 21,6 - 

a X ~ ow 
) Gl 54 51,5 

b P 21,6 os 
Gl 54 43,2 

2 iP 21,6 11,7 
) Gl 54 7.05 
p 21,6 _ 

a 1 Gl 54 38,6 








5* Bemerkung 





20,3 
56,8 
19,6 
40 


13,25 || 100°, Phosphorylation des 
5,87 |{ Glykogens nach 2,4 Stdn. 
21,6 


26,3 





Die aktivierende Wirkung der Inosinsiiure in Kalbsmuskel- 
extrakten ist viel schwicher als in den Herzmuskelextrakten. 
Nach 25 stiindiger Dialyse werden die Kalbsmuskelextrakte nur 
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durch Adenylsiure zu unveriinderter Wirksamkeit aktiviert, nicht 
aber durch Inosinséure. In solchen Extrakten wird das Glykogen 
fast stets zu 100°/, phosphoryliert, also stiirker als in Herz- 
muskelextrakten. Die Versuche iiber die Anwesenheit der Amylase 
im Kalbsmuskel fallen nicht so klar aus: nicht so positiv wie im 
Herzmuskel und nicht so bestimmt negativ wie im Rindsmuskel. 


Tabelle VIL. 
Kalbsmuskelextrakt 3 Stdn. autolysiert, 20 Stdn. dialysiert. 

a) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,42 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 
+2ml H,0O, 

b) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,42 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 
+ 2 ml Inosinsiure m/50 (py = 7), 

c) 20 ml Extr. + 2 ml Glykogen 2,42 °/, in m/35-Veronalacetatpuffer 
+1ml MgCl, n/10 + 1 ml H,0O. 


Incubation 20°, py = 7. 

















o* 2,55 5h 
_fP . 0,796 0,775 0,818 
a) Gl 48,4 37,2 24,8 
, JP 0,864 _ 1,277 
| Gl 48,4 38,8 23 
§P 0,89 et 0,994 
©) Gl 48,3 27,7 15,05 


Aus der Tab. VIL und Vid folgt, daB der 25 Stunden lang 
dialysierte Kalbsmuskelextrakt — er wird durch Inosinsiure nicht 
mehr aktiviert, gut hingegen durch Adenylsiiure — sehr deutlich 
durch Chlorionen in einer Konzentration von 3/,,,n aktiviert wird. 
Dies macht die Anwesenheit der Amylase im Kalbsmuskel sehr 
wahrscheinlich: es muB aber noch durch Versuche an embryonalen 
Muskeln bestiitigt werden. Die Ahnlichkeit zwischen der Wirkung 
der Herzmuskelextrakte vom Kalb und Ochsen einerseits und der 
Wirkung der Kalbsskelettmuskelextrakte andererseits ist unzweifel- 
haft und auffallend. 


IV. Diskussion. 


Der Herzmuskel enthiilt 2 Enzymsysteme, die Glykogen auf- 
spalten: das eine wird durch Adenylsiiure aktiviert, das andere 
wird durch Phosphate gehemmt und durch Inosinsiure oder Chlor- 
ionen aktiviert. 

Wahrscheinlich enthalt auch der Kalbsmuskel beide Enzym- 
systeme, 
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Obwohl der Effekt der Wirkung von Inosinsaiure und Chlor- 
ionen derselbe ist, ist es noch fraglich, ob diese Substanzen das- : 
selbe Ferment, d.h. die Amylase aktivieren. Weil die Adenylsiure ‘ 
und nicht die Inosinsiure die Phosphorolyse des Glykogens akti- I 
viert, so ist die Aminogruppe des Adenins fiir die Phosphorolyse I 

Nn 

i 





sehr wichtig. 

Das diastasische Enzymsystem kann darum fir das Herz sehr ! 
wichtig sein, weil das Herz bei der Arbeit sowohl Glucose als fi 
auch das Glykogen verbraucht. Haarman®”®) stellte fest, daB der I 
Herzmuskel vom Hund und Kaninchen vorziiglich Glucose verbrennt: S 
dieser Autor behauptet, daB jedes Gewebe Amylase enthalt und og. 
vermutet, daB solche Gewebe, welche Glucose verbrauchen, sie auf 
andere Weise nicht zur Milchsiiure verwandeln kénnen. Needham") 1 
vertritt in seinen Untersuchungen iiber die Hiihnerembryonen die vi 
Ansicht, daB sie zwei Mechanismen der Glykolyse enthalten; einen, d 
an dem Phosphate mitwirken, und einen anderen, der ohne Anteil ir 
von Phosphorverbindungen Glykolyse bewirkt. Der letztere iiber- iy 


wiegt weitaus und ist fest mit der Struktur der Zelle verbunden. 
Nach Needham enthalten die Gewebe, die sich durch eine konti- 
nuierliche Tatigkeit auszeichnen (z. 6b. Herz, Tumoren, Gehirn und 
die jungen wachsenden Gewebe), den nicht phosphorylierenden 
Mechanismus; die Gewebe dagegen, die intermittierend arbeiten, SI 
wie z. B. der Skelettmuskel, enthalten den phosphorylierenden 
Mechanismus. Needham hat jedoch schon selbst bestitigt, dab Al 
die Hiihnerembryonen alle Enzyme des phosphorylierenden Mecha- 
nismus enthalten, nur die Oxydoreduktion zwischen Phosphotriose p| 
und Brenztraubensiure schwankt; und die Untersuchungen von 
Euler?’) iiber das Gehirn und von Boyland?’) iiber Tumoren re 
zeigten, daB auch in diesen Geweben Glucose phosphoryliert wird. 

Nach Cruickshank?) iiberwiegt der phosphorylierende Mecha- 
nismus im Herzen unter anaeroben Bedingungen, der _nicht- 
phosphorylierende hingegen unter aeroben. Dadurch soll das Herz an 
doppelt gesichert sein und kann auch anaerob arbeiten. 

Die beiden Hypothesen sind auf die Meinung gegriindet, dab 
zwischen den beiden Enzymsystemen die Konkurrenz um das 


un 





Substrat besteht. 1; sck 
Meine Untersuchungen zeigen, dab in Anwesenheit von Phos- 
phaten und von Adenylsiure die Glykogenolyse auf der Bahn der En 


Phosphorolyse verliuft. Es ist schwer, sich vorzustellen, daB es 
dem Herzgewebe an Phosphaten und phosphorylierenden Co-Enzymen 


mangeln sollte. wil 
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Die Ahnlichkeit des Chemismus des Herzmuskels vom Ochsen, 
also von einem erwachsenen Individuum, mit dem Chemismus des 
Skelettmuskels vom Kalb, also von einem jungen, noch wachsenden 
Individuum, l4Bt vermuten, daB der diastasische Mechanismus im 
Herzmuskel eine andere Bedeutung hat und mit der Glykolyse 
nicht verbunden ist. Im Kalbsskelettmuskel hatte das diastasische 
Enzymsystem einen trophischen Charakter, hatte also Wichtigkeit 
fir den Transport des Glykogens wihrend des Wachstums des 
Tieres. Im Herzmuskel dagegen kann das diastasische Enzym- 
system das Glykogen mobilisieren und es innerhalb des Herz- 
cewebes verschieben. 

Wenn wir von der Feststellung ausgehen, daB der Skelett- 
muskel vom Kalb Amylase enthilt, nicht aber der Skelettmuskel 
vom Ochsen, dann laBt sich nur vermuten, was mit ihr im Laufe 
der Entwicklung des Tieres geschieht: ob sie verschwindet oder 
in Anwesenheit von Phosphaten und Adenylsiiure die Rolle der 
Phosphorylase tibernimmt. 


V. Zusammenhang. 

1. Die Herzmuskelextrakte vom Ochsen, Kalb, Hund, Pferd, 
Schwein und Kaninchen lassen sich durch Dialyse inaktivieren; 
sie spalten dann das Glykogen nicht. 

Die Aktivierung durch Adenylsiure bewirkt Phosphorolyse, 
Aktivierung durch Inosinsiiure, Hydrolyse des Glykogens. 

2. Das Herz vom Ochsen enthalt Amylase, die durch Phos- 
phationen gehemmt und durch Chlorionen aktiviert wird. 

3. Das Herzmuskelgewebe enthilt also zwei Enzymsysteme, 
die das Glykogen aufspalten. 

4. Nur das ganze Molekiil von Glykogen wird phosphoryliert. 

d. Rindsmuskelextrakte lassen sich durch Dialyse nicht in- 
aktivieren; sie enthalten nur Phosphorylase, aber keine Amylase. 

6. Kalbsmuskelextrakte lassen sich durch Dialyse inaktivieren 
und verhalten sich dhnlich wie Herzmuskelextrakte. 

7. Die Anwesenheit der Amylase im Kalbsskelettmuskel er- 
scheint wahrscheinlich. 

8. Die Bedeutung der Anwesenheit der zwei Arten von 
Knzymen, die auf Glykogen im Herzmuskel wirken, wird besprochen. 


Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die dieser Arbeit ge- 
waihrte Férderung und Unterstiitzung. 
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Praparative Sicherstellung des Vorkommens von Histamin 
im normalen Saugetierkérper’). 
Von 
D. Ackermann und M. Mohr. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1938.) 


Seit der Entdeckung des Histamins!) als biologischer Kérper 
und der Ermittlung seiner starken pharmakologischen Wirkung’) 
hat man sich viel mit dieser Substanz beschiftigt und sie fiir 
eine ganze Reihe von physiologischen Vorgiingen, vor allem auch 
im Siéugetierkérper, verantwortlich gemacht. In der Mehrzahl 
der Fille beschrinkte man sich hier fiir Nachweis und quantitative 
Bestimmung auf biologische Testverfahren in Fraktionen, die nach 
der Art ihrer Gewinnung sowie wegen starken Ausfalles der 
Paulyschen Diazoreaktion das Vorhandensein von Histamin an- 
nehmen lieBen.} In einer Reihe von Fallen gewann man auch 
noch Pikrate, déren Basenanteil wieder in qualitativer und quan- 
titativer Beziehung dem biologischen est geniigten. Am weitesten 
sind seiner Zeit Best, Dale, Dudley und Thorpe?*) gekommen, 
die aus Leber und Lunge vom Rind entsprechende Pikrate er- 
hielten. Sie zeigten den gleichen Schmelzpunkt wie Histamin- 
dipikrat (241° unter Zers.) und keine Depression des Mischschmelz- 
punktes. Auch war das Krystallbild dasselbe. Bei der Analyse 
beschrinkten sich die Autoren indessen auf die Bestimmung des 
Gehaltes an Pikrinsiure, der dem Erwarteten entsprach. 

Da auch in der folgenden Zeit Klementaranalysen reiner 
Histaminverbindungen aus dem Siugetierkérper nicht zur Veréffent- 
lichung kamen, entstand eine gewisse Unsicherheit. H. Burchard‘) 
wies darauf hin, ,,da8 die Angaben iiber die normale Anwesenheit 
des Histamins im Kérper nicht absolut beweisend sind“ und in 
dem jiingst erschienenen Werk von Ammon und Dirscherl®) 
kommen die Autoren zu dem Schluf: ,,Wenn auch ein Teil 
der Nachweisverfahren Zweifel an einem wirklichen Histamin- 
vorkommen entstehen lassen, so ist es doch wohl in einigen 
Geweben vorhanden.“ 


*) Vorliufige Mitteilung in den S.ber. physik.-med. Ges. Wiirzbg. 62, 
16. Juni 1938. 
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In der Absicht, diese Unsicherheit zu beheben, entschlossen 
wir uns zu einer darauf gerichteten Untersuchung, und es gelang 
uns, aus ganz frischer Rinderleber das Histamin als 
Dipikrat und Chloraurat in solchen Mengen zu isolieren, 
daB reine Salze gewonnen wurden, deren elementar- 
analytische Zahlen keinen Zweifel mehr an dem Vor- 
kommen von Histamin im normalen Séugetierorganis- 
mus erlauben. Aus analysenreinem Goldsalz freigemachte Base 
bewirkte auBerdem beim Hunde in einer Dosis von 3 y/kg deut- 
liche Blutdrucksenkung*). 

Wihrend wir beim ersten Versuch uns mit dem Extrakt 
von Lebern begniigten, die sofort nach dem Schlachten ins 
Laboratorium gebracht und unverziiglich mit kochendem Wasser 
extrahiert waren, wendeten wir bei den beiden folgenden Auf- 
arbeitungen noch gréBere Vorsicht an. Das Tier wurde sofort 
nach der Tétung, ohne die iibliche Enthautung abzuwarten, 
schnell geéffnet, worauf die Lebern unmittelbar in bereit stehen- 
des kochendes Wasser geworfen wurden. In diesem wurden die 
Organe schnell zerschnitten und nach dem Aufkochen in der 
Maschine zerkleinert. Um durch Wigung keine Zeit zu ver- 
lieren, wurde das Gewicht nur geschitzt. Damit ist eine post- 
mortale Autolyse oder gar bakterielle Wirkung ausgeschlossen. 
Ein solches Vorgehen war auch noch fiir die Beurteilung einer 
anderen Feststellung, die wir machten, von Bedeutung. Es gelang 
uns niimlich, neben Histamin auch l|-Histidin in der 
lebendfrischen Leber zu isolieren und elementaranaly- 
tisch zu identifizieren. 

Das Vorkommen des 1-Histidins in der frischen Rinderleber 
ist nach zwei Seiten hin beachtenswert. Bei Erérterungen iiber 
die Rolle der Leber im EiweifBstoffwechsel wird das Vorkommen 
freier Aminosiiuren in diesem Organ meist stillschweigend voraus- 
gesetzt. Priiparative Beweise, vor allem was die basischen Amino- 
siuren angeht, sind uns indessen nicht bekannt. Bei unseren 
Untersuchungen der Leber des Haifisches [Acanthias vulgaris ®)| 
konnten wir neben anderen Kérpern auch Leucin nnd ‘Tyrosin 
sowie die Hexonbasen Lysin und Ornithin identifizieren und 
fanden vor kurzem in der Kabeljauleber {Gardus morrhua‘)] 


*) Vor einigen Jahren hat bereits F. A. Hoppe-Seyler Histamin- 
salze aus ganz frischem Rinderpankreas gewonnen und analytisch iden- 
tifiziert, aber von einer Verdffentlichung abgesehen. 
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Arginin, Histidin und Lysin in zum Teil erheblichen Mengen. 
Danach ist die Feststellung von 1-Histidin in der Rinderleber 
nicht mehr tiberraschend. 

Bemerkenswert ist ferner aber das hier beobachtete normale 
Auftreten von 1-Histidin und Histamin in ein- und demselben 
Organ. Bloch und Pinésch*) haben vor kurzem in einer Unter- 
suchung aus dem Edlbacherschen Laboratorium den Ubergang 
yon Histidin in Histamin in der Lunge erwiesen und man wird 
im Siiugetierkérper an einer Histidindecarboxylase nicht mehr 
zweifeln kénnen, deren Wirkung also neben derjenigen der Histi- 
dase®) den Histidinabbau beherrschen wiirde. Fir den Histamin- 
abbau kiime dann die Histaminase in Betracht, die von Mc. Henry 
und Gavin’) unter anderen iibrigens auch in der Ochsenleber 
festgestellt wurde. 

Wiirde man eine Histidindecarboxylase im Tierkérper nicht 
annehmen diirfen, so kénnte das Auftreten von Histamin in der 
Leber am besten gedeutet werden als Folge einer Resorption der 
Base aus dem Darm, wo sie ja auf bakteriellem Wege aus EiweiB 
baw. Histidin gebildet werden muf und nachfolgend in der Leber 
gespeichert werden kénnte. In diesem Falle miiBten indessen noch 
andere ,,Faulnisbasen“ in der Leber gefunden werden; doch vermibten 
wir bisher die ziemlich leicht auffindbaren Diamine, Putrescin 
und Cadaverin hier véllig (Untersuchung der Lysinfraktion). 

Bei der Isolierung des Histamins bedienten wir uns des 
gleichen Verfahrens wie seiner Zeit bei der Histidinfiiulnis speziell’ 
unter Anwendung des Silberbarytverfahrens von Kossel und 
Kutscher. Einen Vorteil sehen wir darin, daB wir vor der 
Fallung mit Pikrinsiure eine solche mit Flaviansiure einschalteten. 
Das Histamin gibt nimlich ein rotgelbes Monoflavianat und ein 
hellgelbes Diflavianat*). Hiermit wird man Verunreinigungen, vor 
allem Kreatinin ziemlich los, wiewohl der Flavianatniederschlag 


*) Die Flavianate des Histamins wurden yon Herrn Dr. H. Fuchs 
dargestellt. Histaminmonoflavianat (vorsichtiger Zusatz von 1°/, Flavian- 
siure): C;H,N,-C,,>H,N,SO, Ber. N 16,47, Gef, N 16,76. Bei 258—260° 
Verkohlung. Bei 21° lésen sich 0,150 Teile in 100 Teilen Wasser. — Histamin- 
diflavianat (Uberschuf von starker Flaviansiiurelésung): C,H,N,-(C,,H,N.SO,), 
Ber. C 40,58, H 2,86, N 13,26; Gef. C 40,67, H 3,34, N 13,15. Bei 262 
bis 263° Verkohlung. Bei 21° lésen sich 0,102 Teile in 100 Teilen Wasser. 
Die Léslichkeit der Flavianate ist also etwa ebenso gering wie die des 
Histamindipikrates, von der wir feststellten, daB sich bei 16° 0,100 Teile 
in 100 Teilen Wasser lésen. — Histaminflavianat ist bereits yon K. Felix 
und A. von Patzger-Reybegg dargestellt worden. 
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auch nach dem Umkrystallisieren noch nicht so rein ist, da’ man 
daraus ohne weiteres eine volle Reinausbeute errechnen diirfte. 
Hine Gehaltsbestimmung an Histamin ist zur Zeit auf praparativem 
Wege auch gar nicht méglich. Denn von der Tanninreinigung 
ganz abgesehen, bleiben allein schon im phosphorwolframsauren 
Barium nach unseren Erfahrungen gar nicht unerhebliche Mengen 
basischen Stickstoffs hingen, die auch bei noch so griindlicher 
Zersetzung nicht weichen wollen. 
Simtliche EKinengungen erfolgten im Vakuum”%). 


Experimenteller Teil. 


Versuch I. Zwei ganz frische Rinderlebern im Gesamtgewicht von 
15 kg werden in 10 Liter Wasser aufgekocht, zerkleinert und nochmals 
aufgekocht. Bei Gegenwart von 10 cem konzentrierter Phosphorsiiure wird 
das Ganze ohne Filtration mit 2 Litern 50 °/,iger Tanninlésung verriilrt 
und noch lauwarm durch grofe Faltenfilter filtriert. Der Riickstand noch- 
mals mit Wasser aufgekocht und ebenso filtriert, Die Filtrate in bekannter 
Weise durch Behandeln mit Baryt, Kohlensiiure, Schwefelsiiure, Bleioxyd 
in eine etwa 2 Liter betragende Lésung der Basen iibergefiihrt. Fillung 
mit Phosphorwolframsiiure bei Gegenwart von 5°/, Schwefelsiure und 
Zerlegung der Basen in eine Purinbasenfraktion, Silberbarytfraktion und 
Lysinfraktion. Die Silberbarytfillung wurde nicht in eine Histidin- und 
eine Argininfraktion getrennt, sondern die entsprechenden Basen wurden 
gemeinsam nach Beseitigung des Silbers aus kleinem Volumen mit Flavian- 
siiure gefillt. Die Fillung wog 6,95 g, woraus sich unter der Annahme 
reinen Histamindiflavianates 1,04 g freies Histamin oder 66,6 mg pro Kilo- 
gramm Leber errechnen wiirden. Diese Annahme ist aber nicht voll be- 
rechtigt. Auch hat die genannte Zahl schon deswegen wenig Wert, weil 
nicht nur vor der Flaviansiurefillung nicht unbetrichtliche Mengen Histamin 
in Fillungen sitzen blieben, sondern andererseits auch nicht alles Histamin 
von der Flaviansiiure erfaBt wird. 

Die Flaviansiurefillung wird noch einmal umkrystallisiert und dann 
mit Baryt, Kohlensiiure, Schwefelsiure, Tierkohle in eine farblose Sulfat- 
lésung verwandelt, aus der wir die Schwefelsiiure genau mit Baryt be- 
freiten. Die freie Basenlésung versetzten wir mit wiBriger Pikrinsiure bis 
zur Kongoreaktion. Es entstehen nach teilweisem Einengen 800 mg eines 
gut ausgebildeten Pikrates, das nach mehrmaligem Umkrystallisieren die 
richtigen Werte fiir Histamindipikrat gab. 


4,886 mg Subst.: 6,485 mg CO,, 1,21 mg H,O. — 1,350 mg Subst.: 
1,454 cem N, (21°, 747 mm). 
CH,N,+(C,H;,0,N,), Ber. C 35,84 H 2,66 N 22,15 
Gef. ,, 8620 ,, 2,77 ,, 22,58. 


*) Fiir groBe Volumina verwandten wir mit Erfolg den ,,Vakuun- 
Rapidverdampfer“ nach Naumann mit Vorlageeinrichtung nach Slotta- 
Hoppe-Seyler (L. Kobe, Berlin). 
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Die Substanz zersetzte sich langsam, im Metallblock erhitzt, unter 
Schwarzbraunfirbung und Aufschiiumen bei 228—229°, wie auch reines 
Histamindipikrat aus Histidinfaulnis. Bei Mischung erfolgte keine Depression. 
Bei raschem Erhitzen im Schwefelsiiurebade kommt man auf 240°, und auch 
Windaus und Voigt"), die ja das Histamin schon vor der Auffindung 
in der belebten Natur synthetisch gewonnen haben, geben bei raschem 
Erhitzen des Dipikrates einen Zersetzungspunkt von 239° an. 


Aus dem reinen Diprikat wurde durch Behandeln mit Salzsiure und 
Ather eine Lésung des Chlorides gewonnen, das intensive Paulysche Diazo- 
reaktion gab. Sie wurde mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure gefillt und 
nach Umkrystallisieren aus starker Salzsiiure ergab sich reines, regulires 
Histaminchloraurat. 


5,334 mg Subst.: 1,500 mg CO,, 0,860 mg H,O. — 17,040 mg Subst.: 
0,346 ecm N, (26,5°, 748 mm). — 6,730, 8,380 mg Subst.: 3,360, 4,180 mg Au. 


C,H,N,(HAuCl,), Ber. C 7,58 H 1,43 N 5,31 Au 49,85 
Gef. ,, 7,67 ,, 1,80 ,, 5,51 ,, 49,93, 49,88. 


Das Goldsalz zersetzte sich bei 200—205°. Die Mischung mit ebenso 
schmelzendem Histaminchloraurat aus Histidinfiiulnis zeigte keine Depression. 


Zur biologischen Priifung wurden 7,1 mg reines trocknes Chlor- 
aurat mit gefilltem Silber'*) geschiittelt und vom Niederschlag unter er- 
schépfendem Waschen abfiltriert. Die erhaltene Chloridlésung fiillten wir 
auf 100 cem auf, so daf das Ganze 1 mg Base, und 1 eem davon 0,01 mg 
enthielten. 8 ecm = 30,7 riefen bei einem 10 kg schweren Wolfshund in 
Pernoctonnarkose, intravenés verabreicht, deutliche Blutdrucksenkung (also 
bei 3 y/kg) hervor, die bei 15 y pro Kilogramm sehr stark wurde. 


Versuch II. Es wurden 2 Rindern sofort nach der Tétung, ohne 
die tbliche Abhiutung abzuwarten, die Lebern entnommen und ohne 
Wiigung unverziiglich in bereit stehendes kochendes Wasser geworfen; 
darin zerschnitten und aufgekocht, dann zerkleinert und in demselben 
Wasser noch einmal aufgekocht. Jetzt wurde mit Tannin, Phosphorwolfram- 
siure usw. genau wie bei Versuch I vorgegangen. 7,2 g Flavianat, daraus 
Histamindipikrat, das nach mehrfachem Umkrystallisieren rein war. 


4,757 mg Subst.: 6,315 mg CO,, 1,180 mg H,0. — 5,960 mg Subst.: 
1,164 cem Ny (21°, 753 mm). 


C;H,N, -(C,H,0,Ns). Ber. C 35,84 H 2,66 N 22,15 
Gef. , 3621 , 2,78 ,, 22,47. 


Unter langsamem Erhitzen Zersetzung bei 228—229°. Bei Mischung 
mit reinem Histamindipikrat keine Depression. Das daraus dargestellte 
Chlorid war optisch inaktiv und gab intensive Diazoreaktion. Das hiermit 
gewonnene Histaminchloraurat lieferte, aus starker Salzsiure um- 
krystallisiert, folgende Werte. 


5,096 mg Subst.: 1,400 mg CO,, 0,800 mg H,O. — 5,240, 6,320 mg 


Subst.: 0,262 (24,5°, 740,5 mm), 0,313 (22°, 747mm) ecm Ny. — 1,220 mg 
Subst.: 3,600 mg Au. 
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C,;H,N;(HAuCl,), Ber. C 7,58 H 1,48 N 5,31 Au 49,85 
Gef. ,, 7,49 ,, 1,76 ,, 5,58, 5,63 ,, 49,86. 
Zersetzung bei 206°. 


Die erste Mutterlauge des Flavianates wurde, wie immer, mit kaltem 
Baryt zersetzt und in eine Lésung der freien Basen verwandelt. Nach dem 
Einengen krystallisierte etwas Kreatin aus, von dem abfiltriert wurde. Das 
Filtrat fillten wir aus kleiner Fliissigkeitsmenge mit wiBrigem Quecksilber- 
sulfat und Schwefelsiure (Hopkins Reagens). Die Fallung wurde ab- 
gesaugt, gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach Beseitigung 
des Schwefelwasserstoffs und der Schwefelsiiure krystallisiert beim Lin- 
engen im Exsiccator 1-Histidin in weiben, zum Efflorescieren neigenden 
Krystallen aus, die, mit Methanol gewaschen, 120 mg wogen und nach dem 
Umkrystallisieren mit Tierkohle rein waren. 


5,068 mg Subst.: 8,565 mg CO,, 2,860 mg H,O. — 5,370, 5,000 mg 
Subst.: 1,292 (26°, 743 mm), 1,198 (25°, 746 mm) cem N,. 
C,H,O.N, Ber. C 46,42 H 5,85 N 27,10 
Gef. ,, 46,09 ,, 6,31  ,, 26,85, 26,94. 





Die Lésung der Base gab intensive Paulysche Diazoprobe, sowie 
die Probe von Knoop"); die Biuretprobe fiel in der Kilte negativ, in der 
Wiirme positiv aus, was fiir Histidin charakteristisch ist). Kupfercarbonat 
wird in der Hitze gelést, mit Pikrolonsiiure entsteht eine Fillung. Nach 
S. Frinkel") zersetzt sich ]-Histidin bei 253°. Wir fanden sowohl fiir 
unser Priparat aus Rinderleber, wie fiir analysenreines ]-Histidin anderer 
Herkunft bei 256° Zersetzung unter Aufschiiumen nach vorheriger Braun- 
fiirbung. Auch im Versuch I wurde |-Histidin gewonnen, doch erreichten 
wir hier noch nicht vollige Reinigung. 

Versuch III. Um ganz sicher zu gehen, dab Histamin ein regel 
miBig in der Rinderleber vorkommender Bestandteil ist, wurde die Dar- 
stellung unter den angegebenen Vorsichtsmafregeln der Leberentnahme 
wie bei Versuch II wiederholt, und es gelang wieder die Darstellung des 
Histamins als reines Dipikrat. Wir verzichten hier auf Anfiihrung der 
Analysendaten. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. Auch diesmal hatten wir uns wieder der 
wertvollen analytischen und priparativen Hilfe von Friulein Charlotte 
Burchard zu erfreuen. 
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Uber die Darstellung der Nucleoside aus Thymusnucleinsaure. 
Von 
Willibald Klein. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1938). 


Ribose-Nucleoside erhalt man durch mehrstiindiges Erhitzen 
von Hefenucleinsiure mit Ammoniak auf 150° im Autoklaven’), 
Die in der Thymusnucleinsaure vorgebildeten Ribodesose-Nucleoside 
dagegen kénnen weder durch alkalische noch durch saure Hydrolyse 
gewonnen werden, weil dabei das empfindliche Kohlenhydrat, die 
d-2-Desoxyribose nach Levene”), zerstért wird. 1929, 20 Jahre 
nach dem Auffinden der Hefe-Nucleoside, gelang es Levene und 
London®) die in der Thymusnucleinsiure gebundenen Nucleoside 
durch fermentative Hydrolyse darzustellen und in krystallisierter 
Form zu isolieren, Das damalige Verfahren war umstindlich und 
kostspielig, die Ausbeuten an Nucleosid duBerst gering. In vielen 
Versuchen wurde nur das Guanin-Nucleosid gefunden. Ein wesentlich 
besseres Verfahren wurde 1932 von Bielschowsky und Klein‘) 
mitgeteilt. Sie konnten durch Verwendung eines hochwirksamen, 
von Klein®) beschriebenen Fermentpraiparates aus Darmschleim- 
haut, aus 100 g Thymusnucleinsiure von jedem Nucleosid 1—2 g, 
zusammen 7—8 g Substanz rein krystallisiert darstellen. 

Das verwendete thymusnucleinsaure Natrium enthielt durch- 
schnittlich 5 g Phosphor, demnach 40 g Nucleoside. 95°/, des 
gebundenen Phosphats wurden durch das Ferment in Freiheit 
gesetzt, dementsprechend auch 95°/, Gesamt-Nucleosid*). Die 
Aufspaltung der entstandenen Purin-Nucleoside durch Darm- 
Nucleosidase betriigt nach Klein®) sicher weniger als 3°/,, die 
Pyrimidin-Nucleoside bleiben vollkommen unverandert. Demnach 
waren nach der Fermenteinwirkung etwa 37 g Gesamt-Nucleosid 
in der Reaktionsmischung vorhanden. Die Ausbeute betrug also 
nur etwa 20°/, der errechneten. 





*) Bei einem Spaltversuch mit reiner Thymusnucleinsiure wurde ohne 
eine dem erhéhten P-Gehalt entsprechende Steigerung der Fermentmenge 
eine Spaltung von 91°/, erzielt. 
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Dieses noch wenig befriedigende Ergebnis lat sich zum Teil 
auf Mingel, die dem Arbeitsgang anhafteten, zuriickfiihren. In der 
vorliegenden Arbeit wird ein neuer Trennungsgang fiir Nucleoside 
nach fermentativer Hydrolyse der Nucleinsiure beschrieben. Das 
neue Verfahren vereinigt die Vorziige gréSter Einfachheit und 
wesentlich gesteigerter Ausbeute. Der Leitgedanke ist, die aufSer- 
ordentlich stérend wirkende Essigsaure, die bisher in Form von 
Acetatpuffer zugesetzt wurde, fernzuhalten. Statt dessen wire 
Ammonsulfatpuffer verwendet. Die fermentative Hydrolyse wir 
durch die Anderung nicht beeintriichtigt. Das Sulfat liBt sich 
spiter durch Baryt leicht und quantitativ ausfallen. Unter gleich- 
zeitigem Kvakuieren entweicht alles Ammoniak. Daher fallt aus 
der alkalisch gewordenen Lisung auch das Magnesium als Hydroxyd. 
An anorganischen Ionen bleibt nur das Natrium-lon in Lésung. 
Die 4 Nucleoside sind durch fraktionierte Krystallisation leicht 
yoneinander zu trennen. Guanin-desoxyribosid wird am besten vor 
der Barytfillung als Gallerte abgeschieden. Die Uberfiihrung des 
Guanin-nucleosids in krystallisierte Form gelingt nur durch An- 
wendung der alten Reinigungsmethode der Blei-Ammoniakfillung. 
Schiitzungsweise die Hilfte der Substanz geht dabei durch irre- 
versible Adsorption an Bleisulfid verloren. Bei den iibrigen 
Nucleosiden laBt sich die verlustreiche Blei—Ammoniakfallung 
umgehen. Das sehr leicht lésliche Cytosin-desoxyribosid mu8 als 
Pikrat gefallt und gereinigt werden, bevor es in krystallisierten 
Zustand iibergefiihrt werden kann. Die Gesamtausbeute an reinem 
Nucleosid betragt rund 40°/,, ist also doppelt so hoch wie friiher. 
Sie liBt sich noch steigern durch Aufarbeiten der amorphen ° 
eiweiBhaltigen Niederschlige, die im Laufe der Fraktionierung 
entstehen. Dadurch biiBt jedoch das Verfahren an Kinfachheit und 
Schnelligkeit ein. 

Xanthin- oder Adenin-Nucleosid wurde bei diesen Hydrolysen 
nie gefunden. Die in einer friiheren Arbeit") beschriebene Dar- 
stellungsmethode fir Adenin-desoxyribosid liefert, im Sinne des 
neuen Verfahrens abgeindert, eine ebenfalls doppelt so hohe Aus- 
beute wie friiher. 

Auch die Nucleoside aus der Hefenucleinsiure wurden nach 
der Sulfatmethode dargestellt. Entsprechend der gréSeren Be- 
stindigkeit und leichteren Krystallisierbarkeit der Ribose-Nucleoside 
waren hier die Ausbeuten noch besser als bei den Ribodesose- 
Nucleosiden./ Da Cytosin-Ribosid im Gegensatz zu Cytosin-desoxy- 


ribosid zumf gréBten Teil durch das Ferment desaminiert wird, 
6 * 
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erhilt man an Pyrimidin-Nucleosiden im wesentlichen Uridin. Die 
von Bielschowsky und Klemperer’) angegebene Methode zur 
Darstellung der Hefe-Nucleoside ist nunmehr durch die hier an- 
gegebene zu ersetzen. 

Infolge der leichten Zugiinglichkeit der Ribodesose-Nucleoside 
konnten gréBere Mengen Desoxyribose in reinem Zustand gewonnen 
werden. Die Substanz laBt sich aus absolutem Alkohol umkrystalli- 
sieren. Bei wochenlangem Stehen der iibersi&ttigten Lésung im 
Hisschrank wachsen zentimeterdicke farblose Krystalldrusen. Die 
Elementaranalyse ergibt die fiir Desoxyribose errechneten Werte: 

a) 4,184 mg Subst.: 6,880 mg CO,, 2,830 mg H,O. — b) 4,460 mg Subst.: 
7,330 mg CO,, 2,940 mg H,0O. 

C.H,,0, Ber. © 44,79 H 7,46 

Gef. a) C 44,84 H 7,57  b) C 44,82 H 7,37. 

Bei der N-Analyse nach Dumas wurde kein Stickstoff gefunden. 

Schmelzpunkt: Die Substanz sintert von etwa 75° ab. Sie 
schmilzt bei 90° scharf zu einer wasserklaren Fiissigkeit. 

Optische Drehung in Wasser: 


Eine Mutarotation innerhalb der Zeit von 10 Minuten bis 
1 Stunde nach Auflésen der Substanz wurde nicht beobachtet. 

Hine weitere Untersuchung der Desoxypentose ist bisher nicht 
durchgefiihrt. Die vorliegenden Ergebnisse weichen in verschiedenen 
Punkten von den alteren Angaben von Levene und Mitarbeitern 
ab (a.a.O.). Die Unstimmigkeiten sind wohl darauf zurickzufiihren, 
daB Levene infolge Mangel an Substanz eine Reinigung durch 
Umkrystallisieren nicht vornehmen konnte. 


Beschreibung der Nucleosid-Darstellung, 


1. Die fermentative Spaltung der Thymusnucleinsaure. 

Die Herstellung der Fermentlésung geschieht wie folgt: 
600 ccm Glycerinauszug aus Darmschleimhaut vom Kalb [Ge- 
winnung vgl. Diese Z. 207, 127 (1932)] werden mit dem gleichen 
Volumen Fillungsfliissigkeit versetzt und gleichmaéBig vermengt. 
Die Fallungsfltissigkeit ist eine 1/, molare Acetatpufferlésung vom 
Py=4,7, der noch 1/,,,, ihres Volumens an Eisessig zugefiigt ist. 
Die erhaltene Mischung wird zentrifugiert. Der Schleuderriickstand 
wird 1mal mit m/25-Acetatpuffer p,=4,7 und, zur Entfernung 
der Essigsiure, noch 2 mal mit destilliertem Wasser ausgewaschen. 
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Dann wird der Niederschlag in 1 Liter Wasser suspendiert und 
mit verdiinntem Ammoniak versetzt bis Liésung eingetreten ist. 

Zum Spaltversuch werden 100g thymusnucleinsaures Natrium 
(P-Gehalt 5,05 g) in etwa 1 Liter H,O gelést und mit verdiinntem 
NH, versetzt bis zur beginnenden Rétung mit Phenolphthalein. 
Dazu kommen 1250 ccm NH,—(NH,),SO,-Puffer, 1 molar, vom 
p, = 8,9 und 1250 com MgSO,, ?/,, molar. SchlieBlich wird die 
frisch bereitete Fermentlésung zugesetzt und die Mischung auf 
5 Liter aufgefiillt. Nach Entnahme einer Probe zur Bestimmung 
des freien Phosphats bleibt das Ganze 12—15 Stunden bei 37°, 
Die nach dieser Zeit entnommene Probe zeigt einen Zuwachs von 
4,85 g freien Phosphors, berechnet auf die Gesamtmenge, also eine 
Spaltung von 96°/.. 


2. Die Aufarbeitung des Hydrolysats. 


Die vom ausgefallenen MgNH,PO, abfiltrierte Lésung wird 
im Vakuum bei 40° Badtemperatur auf die Hilfte des Volumens 
eingeengt. Man versetzt mit 100 ccm 1m-MgSO, und 1aBt zur 
vollstiindigen Abscheidung des MgNH,PO, mehrere Stunden im 
Kisschrank stehen. Das Filtrat vom MgNH, PO, wird im Vakuum 
von tiberschiissigem NH, befreit und auf 800—1000 ccm eingeengt. 
Beim Stehen im Eisschrank iiber Nacht erstarrt die Lésung zu 
einer steifen Gallerte. 


I. Abtrennung des Guanin-desoxyribosids. 


Das gallertig ausgefallene Guanin-desoxyribosid wird unter 
Kiskiithlung abzentrifugiert und mit wenig kaltem 80°/, igem Alkohol, 
dann mit 96°/,igem Alkohol gewaschen. Die vereinigten Rest- 
lésungen werden auf etwa 500 ccm eingeengt und die jetzt ent- 
stehende Gallerte in gleicher Weise abgetrennt wie die erste. 
Die gesammelten Gallerten werden in 2 Liter H,O gelést und 
mit einem UberschuB von basischem Bleiacetat D.A.B. 6 versetzt. 
Ks fallt ein weiBer Niederschlag aus, der iiberwiegend aus PbSO, 
besteht und auBerdem geringe Mengen Kiweif und das Pb-Salz 
unverinderter Nucleinsiure enthalt. Er wird nach '/, Stunde ab- 


- gesaugt und 3mal gut mit H,O gewaschen. Filtrat und Wasch- 


Wisser zusammen werden auf etwa 1 Liter gebracht und mit 
konzentriertem NH, versetzt. Es fallt ein weifer, sehr voluminéser 
Niederschlag. Man figt so viel NH, zu, bis eine filtrierte Probe 
beim Kintropfen von NH, klar bleibt. Man zentrifugiert und wischt 
den Riickstand mit wenig H,O. Das Waschwasser gibt starke 
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Orcinprobe, wird aber vorliufig beiseite gestellt. Der Niederschlag 
wird mit Wasser fein aufgeschwemmt und durch mehrstiindiges 
Kinleiten von H,S unter Eiskiihlung zersetzt. Die Lésung wird 
dabei stark sauer. Man vertreibt iiberschiissigen H,S im Vakuun 
und neutralisiert dann sofort genau mit Barytwasser. Beim Hin- 
engen der Lésung fillt krystallisiertes Guanin-desoxyribosid in 
Form von feinen rechteckigen Plittchen aus. Nach 3 maligen 
Umkrystallisieren aus heiBem H,O ist es analysenrein und erscheint 
dann oft in mikroskopisch diinnen, sehr langen Nadeln. Aus den 
Mutterlaugen erhalt man noch weitere kleine Mengen der Substanz, 
Die Ausbeute an reinem Guanin-desoxyribosid betriigt 2 bis 
héchstens 2,5 g. 

Die Filtrate enthalten kleine Mengen von Hypoxanthin- 
desoxyribosid und Thymosin. 


II. Darstellung des Hypoxanthin-desoxyribosids. 


Die vereinigten Restlésungen von den Gallerten enthalten 
die Hauptmenge der iibrigen 3 Nucleoside und kleine Mengen 
Guanin-desoxyribosid. Sie werden der Vakuumdestillation unter- 
zogen, wobei iiberschiissiger Alkohol und NH, zuerst weggehen. 
Gleichzeitig laBt man Barytlésung eintropfen. Dies wird so lange 
fortgesetzt, bis alles Sulfat als BaSO, gefallt, alles [aus (NH,),SO, 
stammende] NH, entwichen und alles Mg-Ion als Mg(OH), aus- 
gefallt ist. Die Loésung reagiert jetzt infolge Anwesenheit freier 
NaOH alkalisch. Zur Bindung der NaOH leitet man CO, ein. 
Die Lésung bleibt alkalisch. Dann wird filtriert und der Nieder- 
schlag mit H,O gewaschen bis das Waschwasser keine Orcin- 
reaktion mehr gibt. Filtrat und Waschwisser werden auf 150 bis 
200 ccm eingeengt, ein etwa dabei auftretender Niederschlag 
(Carbonate) entfernt. Die stark eingeengte Lisung wird auf 0)’ 
abgekihlt und mit 4n-H,SO, bis zur Rétung gegen Lackmus 
angesiiuert, wozu etwa 20 ccm notwendig sind. Dann wird die 
4fache Menge absoluter Alkohol zugesetzt. Dabei triibt sich die 
Lésung. Sie bleibt itiber Nacht in der Kilte stehen. Am anderen 
Morgen ist eine groBe Menge eines krystallisierten Niederschlags 
ausgefallen, der sich unter dem Mikroskop in Form gebogener, 
an beiden Enden zugespitzter Nadeln darstellt. Es handelt sich 
demnach um Hypoxanthin-desoxyribosid. Nach 2maligem Um- 
krystallisieren ist die Substanz analysenrein. Die Ausbeute betriigt, 
unter Einrechnung der noch aus den Mutterlaugen gewonnenen 
Mengen durchschnittlich 6 g. 
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Die durch Einengen der Mutterlaugen und erneuten Alkohol- 
zusatz erhaltenen Niederschlige bieten ein sehr uneinheitliches 
Bild. Meist fallen zunichst amorphe Niederschlige aus, die wahr- 
scheinlich tiberwiegend Eiwei8 enthalten, aber starke Orcinprobe 
geben. Die Isolierung von Nucleosiden aus diesen Niederschligen 
ist sehr zeitraubend und wenig lohnend. In der Regel wurde 
darauf verzichtet. Gelegentlich fallt ein solcher amorpher Nieder- 
schlag schon vor der Hauptmenge des Hypoxanthin-Nucleosids 
aus. EKinengen und Alkoholfaillung der Mutterlaugen wird 2 
bis 3 mal wiederholt. Dabei erhailt man an krystallisierter Substanz 
vorwiegend Hypoxanthin-desoxyribosid. 


III. Darstellung des Thymosins. 

Die auf 70—80 ccm eingeengte stark alkoholische Mutter- 
lange wird unter Umschiitteln in diinnem Strahl in absoluten 
Alkohol eingegossen. Der dabei ausfallende Niederschlag ist 
amorph und gibt meist nur schwache Orcinprobe. Er wird ab- 
getrennt. Die alkoholische Lésung wird eingeengt. SchlieBlich 
hinterbleiben etwa .25 ccm eines goldgelben Sirups, aus dem sich 
bei mehrtagigem Stehen im Hisschrank groBe zusammenhingende 
Drusen abscheiden. Mikroskopisch bestehen diese Drusen aus den 
fiir Thymosin kennzeichnenden langgestreckten Prismen. Die 
Gesamtausbeute an Thymosin betrigt rund 5 g. 


IV. Darstellung des Cytosin-desoxyribosids. 

Wenn aus dem nur wenig Lésungsmittel enthaltenden Sirup 
auch nach wochenlangem Stehen in der Kialte kein Thymosin 
mehr auskrystallisiert, nimmt man in etwa 500 ccm Alkohol auf 
und versetzt mit wiBriger Pikrinsiiure im Uberschu8. Das Pikrat 
des Cytosin-desoxyribosids fallt als gelber krystallisierter Nieder- 
schlag. Es wird 2 mal aus 50—80°/, igem Alkohol umkrystallisiert: 
Ausbeute 7—8 g. 

Gewinnung des freien Cytosin-desoxyribosids aus dem Pikrat 
wie iiblich: Das Pikrat wird in warmem Wasser gelést, nach dem 
Erkalten mit H,SO, versetzt und die freie Pikrinsiiure ausgeathert. 
Fortfahren bis die Liésung farblos ist. Die H,SO, wird dann 
mit Ba(OH), ausgefillt und die wiBrige Lisung eingedampft. 
Man nimmt mit absolutem Alkohol auf und verdampft nochmals. 
Beim Stehen in der Kilte erstarrt das braune Ol zu einer Krystall- 
masse, Diese wird mit wenig kaltem Alkohol verrieben. Die ent- 
stehende stark gefirbte Liésung wird abdekantiert. Der wenig 
gefirbte Bodensatz wird durch Wiederholung des beschriebenen 
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Vorgangs aus Alkohol umkrystallisiert. Nach 3 maligem Umkrystalli- 
sieren hat man reines Cytosin-desoxyribosid. Es kommt aus Alkoho] 
in facherformig gelagerten Prismen heraus. Ausbeute etwa 2,5 ¢ 
aus 7,5 g Pikrat. 


3. Darstellung des Adenin-desoxyribosids. 


Der in der fritheren Arbeit (a. a. O.) angegebene Ansatz zur 
Fermentspaltung wird durch folgenden ersetzt: 100g thymus- 
nucleinsaures Natrium, 1250 cem NH,-(NH,),SO,-Puffer, 1250 ccm 
MgSO,-Lésung, 600 ccm gereinigtes Darmschleimhautferment, also 
alles wie oben beschrieben, dazu 2 g Ag,SO, gelést in verdiinntem 
NH,; das Ganze auf 5 Liter. In dieser Lésung wird die Adenin- 
desaminase nicht wirksam. Fermentwirkung 9 Stunden bei 37°. 
Gang der Aufarbeitung wie oben. An Stelle des Hypoxanthin- 
Nucleosids fallen geringere Mengen eines amorphen Niederschlags, 
die abgetrennt werden. Es wird eingeengt bis auf 50 ccm und 
dann mit absolutem Alkohol auf 1 Liter gebracht. Der entstehende 
Niederschlag wird wieder filtriert und das Filtrat auf 50—100 ccm 
eingeengt. Bei 1—2 Wochen langem Stehen in der Kalte krystalli- 
siert Adenin-desoxyribosid in groBen Krystalldrusen. Nach 3 maligem 
Umkrystallisieren aus wenig Wasser ist es analysenrein. Es ent- 
halt 1 Krystallwasser. Gesamtausbeute 3—4 g. 
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Versuche zum phosphorylierenden Abbau des Glykogens. 
Von 
Erwin Bauer, Hans vy. Euler und Karin Lundberg. 


Mit 2 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1938.) 





I. 

Der von Euler, Schlenk und Forsman!) beschriebene hohe 
Gehalt von Sarkomextrakten an Robisonesterdehydrase, und der 
weitere Befund von Euler und Bauer”), dab diese Extrakte auch 
Glykogen im Thunberg-Versuch verwerten kénnen, haben die 
Frage nahegelegt, ob Sarkomextrakte, ihnlich den Muskelextrakten 
befihigt sind, Glykogen phosphorylierend abzubauen. Pflanzliche 
Dehydrasen sind nach Thunberg’) imstande, Polysaccharide un- 
mittelbar, ohne vorangehende Phosphorylierung als Wasserstoff- 
donatoren nutzbar zu machen. Euler und Bauer (a. a. O.) haben 
nachgewiesen, daB Sarkomextrakte in gewissem AusmaBe Glykogen 
phosphorylieren kénnen. Spiter teilten wir’) auch Versuche mit, 
in denen inaktive Muskelextrakte eine analoge Verkiirzung der 
Entfirbungszeit fiir Methylenblau zeigten wie Sarkomextrakte, 
wenn ihnen eine dialysierte Enzymfraktion aus Hefe hinzugefiigt 
wurde. In den so erginzten Extrakten fand eine kraftige Phos- 
phorylierung statt. Diese bedurfte aber zum Unterschied von der 
Methylenblauentfirbung keineswegs der Erginzung durch Hefe- 
fraktion, sondern trat auch mit Muskelextrakt und Cozymase 
ohne weiteren Zusatz ein. Die Hefefraktion, die im Gegensatz zu 
dem dialysierten und gealterten Muskelextrakt viel Robisonester- 
dehydrase enthilt, vermittelt hauptsichlich die Dehydrierung des 
gebildeten Robisonesters. Damit kann als erwiesen angesehen 
werden, daB sowohl Muskel?) wie auch Sarkom!) grundsitzlich 


') Euler, Schlenk u. Forsman, Naturw. 26, 11 (1938). 

*) Euler u. Bauer, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 12B, 52 (1938). 
*) Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 74, Juni 1936. 

*) Euler u. Bauer, Naturw. 26, 235 (1938). 
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zum phosphorylierenden Angriff des Glykogens befihigt sind. Unter. JP a; 
schiede genauer festzustellen, bleibt spiiteren Untersuchungen noch § 
vorbehalten. In der vorliegenden Arbeit wenden wir uns wieder pl 
der Glykogenphosphorylierung durch Muskelextrakte zu. sit 

Phosphorylierungen durch Muskelpriiparate hat in diesem J oj 
Institut bereits R. Nilsson‘) studiert. Er kam zu der Schluf.- fit 
folgerung, daB Cozymase an dem zu Robisonester fiihrenden Di 
ProzeB nicht notwendig beteiligt ist. Lohmann®), der sich mit G] 


der Glykogenveresterung beschiftigte, gab nachher an, dab die 
Phosphorylierungsreaktion an ein aus Adenosintriphosphorsiure und J yy 


Mg-Ionen bestehendes Co-Enzym-System gekniipft sei. ,,Zwar ist in la 
einem kiirzere Zeit inaktivierten Extrakt, der zur Milchsiure- 50 
bildung nicht mehr fiahig ist, eine Phosphorylierung festzustellen, J ki 
in einem dialysierten Extrakt erfolgt diese weder mit Mg allein J dik 
noch mit Adenylpyrophosphorsiure, sondern erst mit beiden zu- di 
sammen.* ali. 
Dagegen vertrat Parnas") noch 1937 die Auffassung einer mi 
Co-Enzym-freien Glykogenphosphorylierung. Anhangsweise teilte J Im 
er aber mit, daB seine Enzympriaparate durch lingere Dialyse B je 
inaktiviert wiirden, durch Adenylsiiure und Inosinsaéure ihre Wirk- me 
samkeit wiedergewinnen. Noch auf der alten Linie liegt die Arbeit ms 
von Ostern, Guthke und Terszakoweé’), die darlegten, dai — 1 
die Glykogenphosphorylierung ,iin Ubereinstimmung mit friiheren J mii 
Arbeiten (von Parnas, Ostern und Mann sowie von Parnas — Gi: 
und Baranowski) von Co-Enzym unabhingig sei. Bei Uberschub - 
von Glykogen wird das gesamte anorganische Phosphat, bei Uber- hin 
schu8 von Phosphat das gesamte Glykogen verestert“. An diese F um 
Auffassung schlieBen sich 1938 Schiffner und Specht’) beziig- Fda; 
lich Hefenausziigen an. Neuerdings haben Kendal undStickland” 
zur Veresterungsfrage Stellung genommen und fir ihre Muskel- F bei 
priiparate eine mehrfache Uberlegenheit der Adenosintriphosphor- Fist. 
siiure (ATP) ittber Adenylsiiure beobachtet. Nu 
Aus den angefiihrten Arbeiten ergibt sich iiber die Glykogen- F lic} 
phosphorylierung kein klares Bild. DaB eine Co-Enzym-unab- vol 
hingige Reaktion vorliegen soll, kann schon aus den Literatur- F sei: 


5) Sv. Vet. Akad Arkiv f. Kemi, 10A, 7 (1930). 
6) Biochem. Z. 262, 137 (1933). 


‘) Parnas, Erg. Enzymforsch. 6, 57 (1937). : Sy. 
8) Ostern, Guthke u. Terszakowecé, Diese Z. 245, 9 (1936). Die 
*) Schiffner u.Specht, Diese Z. 251, 144 (1938). Die 


1 Kendal u. Stickland, Biochemic. J. 32, 572 (1938). 
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angaben als iiberholt gelten. Dagegen liBt sich die Frage 
nach der Bedeutung der vorstehend genannten Nucleotide fiir den 
phosphorylierenden Glykogenabbau kaum beantworten. Es handelt 
sich besonders darum, festzustellen, welcher von diesen Stoffen 
eigentlich das Co-Enzym ist, das fiir die Kinleitung und Fort- 
fiihrung der Phosphorylierungsreaktion nicht entbehrt werden kann. 
Die Klarstellung dieser Frage ist fiir das tiefere Kindringen in das 
Glykogenproblem wohl eine unerliBliche Voraussetzung. 

Als wir Adenylsiure und ATP auf ihr Aktivierungsvermégen 
untersuchten, fanden wir im Gegensatz zu Kendal und Stick- 
land?°) keinen deutlichen Unterschied. Weitere Versuche ergaben 
sogar, daB Enzymlésungen und ATP-Priparate erhalten werden 
kénnen, welche Glykogen gegeniiber reaktionslos sind, obgleich 
dieselben Enzymlésungen mit Adenylsiure gut wirken und ebenso 
die Adenosintriphosphorsiure-Praparate mit anderen Hnzym- 
ljsungen. Von einem Parallelgehen des leicht hydrolysierbaren P 
mit dem Phosphorylierungsvermégen kann nicht die Rede sein. 
Im Gegenteil schienen ATP-Priparate um so weniger zu wirken, 
je stiirker sie — der P-Analyse nach — zersetzt waren. Verseifte 
man die unwirksamen ATP-Praparate barytalkalisch nach Loh- 
mann), so wurden sie wirksam. Andererseits waren die 
ATP-freien Adenylsiurepriiparate phosphatesewirksam. Daraus 
miissen wir schlieBen, daB ATP nur insofern als Co-Enzym der 
Glykogenphosphorylierung wirken kann, als sie durch spontane oder 
enzymatische Zersetzung verunreinigt ist. Allerdings mu darauf 
hingewiesen werden, dal} das Co-Knzym-System wahrscheinlich 
unvollstindig bekannt ist, wobei wir zur Erliiuterung bloB auf 
das Verhalten der nach Ostern hergestellten Extrakte verweisen, 

Wir sind aber trotzdem der Meinung, daB der Adenylsiiure 
bei der Glykogenphosphorylierung eine zentrale Rolle zuzuschreiben 
ist. Vermutlich ist auch die wechselnde Wirksamkeit verwandter 
Nucleotide auf Verunreinigung durch Adenylsiure oder aut die Még- 
lichkeit ihrer Bildung zuriickzufiihren. So diirfte die Funktion 
von Cozymasepriiparaten*), deren Aktivierung nach alkalischer Ver- 
seifung zunimmt, zu verstehen?*) sein. Ob der Inosinsiiure an 


") Lohmann, Biochem. Z. 254, 381 (1932). 

2) Vel. Myrbick u. Euler, Diese Z. 138, 6 (1924); Euleru. Giinther, 
Sv. Kem. Tidskr. 47, 52 (1935); Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, 
Diese Z. 245, 217 (1987); Schlenk, Euler, Heiwinckel, Gleimu.Nystrém, 
Diese Z. 247, 23 (1987). 
*) Die Cozymase erscheint hier als Reservoir fiir andere Co-Fermente. 
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sich eine gewisse Wirksamkeit zukommt oder ihre geringe Akti- 
vitat auf der Méglichkeit einer in unbekannter Weise erfolgenden 
Reaminierung beruht — wir verweisen blo auf die widersprechen- 
den Angaben von Parnas’) einerseits, der nur geringfiigige Unter- 
schiede gegeniiber Adenylsaure findet, und die von Kendal und 
Stickland!*) andererseits, sowie auf unsere eigenen Befunde —, 
miissen wir vorlaufig offen lassen. Bemerkenswerterweise hat 
sich das jiingst von Warburg’) beschriebene, friiher aber schon 
von Karrer}4) isolierte Dinucleotid aus Lactoflavinphosphorsiure 
und Adenylsiure im Glykogenversuch unwirksam erwiesen. Adenosin 
und Hefeadenylsiure wurden auch gepriift und véllig inaktiv ge- 


funden. 
II. 


Bekanntlich ist die Phosphorylierung von Zymohexosen an 
den gleichzeitigen Ablauf von Oxydoreduktionen gebunden. Man 
pfilegt zu betonen, daB die Oxydoreduktion stattfinden muf, die 
Phosphorylierung stattfinden kann. In analoger Weise liBt sich 
der Zusammenhang zwischen Glykogenspaltung und Phosphory- 
lierung formulieren: Glykogenspaltung kann ohne parallel gehende 
Phosphorylierung stattfinden, deutliche Phosphorylierung tritt 
aber nur in Zusammenhang mit einer Glykogenspaltung ein. 
Unter anderem ergibt sich hier die Frage, inwiefern der phos- 
phorylierende Abbau des Glykogens mit seiner strukturellen Be- 
sonderheit und seinem mol. Gewicht zusammenhingt. Wir haben 
Glykogen sowohl mit Saéure als auch mit Speichelamylase teil- 
welse abgebaut und beobachtet, dai es seine Phosphorylier- 
barkeit viel schneller verliert, als der bei dem Abbau auftretenden 
Reduktionszunahme entsprechen wiirde. Aus den Kurven der 
Fig. 1 sind die Verhiltnisse bei der Siurespaltung ersichtlich. 

Wahrend die Reduktion nach 10 Minuten dauernder Siure- 
hydrolyse noch nicht 20°/, ihres maximalen Wertes erreicht hat, 
ist die Phosphorylierbarkeit des Glykogens praktisch bereits voll- 
kommen verschwunden. Sowohl a-Glykose als Gleichgewichtsglykose, 
Fructose sowie Maltose, die zur Kontrolle in unserem System 
gepriift wurden, sind, wie zu erwarten war, vollkommen reaktionslos. 
Hier miissen besondere strukturelle Verhiltnisse mitspielen. Zu 
dieser Auffassung tragen Versuche wesentlich bei, die wir zu 


18) Warburg, Biochem, Z. 295, 261; 296, 153 (1938); Naturw. 26, 
235 (1938). 
144) Karrer, Frey u. Meerwein, Helvet. chim. Acta 20, 29 (1937). 
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Orientierungszwecken mit Kartoffelstirke und verschiedenen Abbau- 
produkten dieser Starke angestellt haben’). 

Von den gepriiften Dextrinen war nur ein «-Dextrin mit ver- 
hiltnismaBig niedrigem Molekulargewicht phosphorylierbar, wihrend 
ein #-Dextrin mit dem mehr als 5 fachen Molekulargewicht prak- 
tisch gar nicht angegriffen wurde. 
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Fig. 1. 


Myrbick?*) faBt den Stirkeabbau durch «- und §-Amylase so 
auf, daB die #-Amylasewirkung dann zum Stillstand kommt, wenn 
die vom freien Kettenende vor sich gehende Maltoseabspaltung 
eine Verzweigungsstelle bzw. eine ein- oder angebaute fremde 
Atomgruppierung erreicht. Man wird sich fragen miissen, ob die 
Phosphorylierungsfihigkeit eines Polysaccharids ahnliche struktur- 
chemische Verhiltnisse voraussetzt, wie die #-Amylasewirkung. 
So wird zunachst u.a. zu untersuchen sein, ob /-Dextrine, die 
nach Behandlung mit @-Amylase durch f-Amylase spaltbar sind, 
sich beziiglich der Phosphorylierbarkeit aibnlich verhalten. 


Fiir den weiteren Angriff des Glykogenproblems kommen 
besonders drei Ausgangspunkte in Betracht: 

1. Das Enzym: Man wird das beim phosphorylierungsfreien 
Glykogenabbau wirksame Enzymsystem zu beeinflussen bzw. ab- 
zutrennen haben. 


®) Vgl. Lohmann, Biochem. Z. 178, 444 (1926); Meyerhof, Biochem. 
Z. 178, 462 (1926). 
*) Vgl. Myrbick u. Ahlborg, Sv. Kem. Tidskr. 49, 216 (1937). 
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2. Die Substrate: Man wird die Atomgruppierungen fest- 
zulegen haben, die an dem Phosphorylierungsmechanismus wesent- 
lich beteiligt sind. 

3. Das Co-Enzym: Ein Angriff wird z. B. erméglicht ausgehend 
von der von Lundsgaard!?’) entdeckten Phlorridzinwirkung. Man 
wird annehmen koénnen, dab die Voraussetzung fiir die Co-Enzym- 
Funktion der Adenylsiure in ihrer intermediiiren Anlagerung an 
einer aktiven Atomgruppierung liegt. Besteht die Phlorridzin- 
hemmung darin, da8 der durch seinen glykosidisch gebundenen 
Zuckerrest mit Glykogen verwandte Stoff, gegebenenfalls unter 
Mitwirkung des ,,Apo-Enzyms“ Adenylsiure bindet, so ergibt 
sich eine Analogie zu der Wirkung von ATP an der Pyro- 
phosphatspaltung, wobei das Magnesium abgefangen wird'»), 


Versuchsteil. 


Normalansatz: 0,5 ccm Reaktionsmischung enthiilt Glykogen, etwa 
3,5 y Mol., PO,-Gehalt aus den Versuchsdaten ersichtlich, m/250-Mg. In 
einzelnen Fillen wurde auch eine Mischung von m/1500-Mn/Mg an- 
gewendet. — Sulfate. Puffer entsprechend 0,2 ccm Veronalacetatstammlisung 
nach Michaelis. — Enzym A: 0,05 cem, Zusiitze. py 7,1, 30°. 

Abweichungen von dem Ansatz werden vermerkt. Der Ansatz erfolgte 
meist in der Weise, daB in gré®eren Versuchsserien zuerst eine Mischung 
der gemeinsamen Reaktionsteilnehmer hergestellt wurde, die man mit den 
iibrigen Zusiitzen vereinigte. Die Versuche wurden in Reagenzréhrchen 
angestellt, die mit Baumwollpfropfen verschlossen waren. Bei liingerer 
Versuchsdauer als 3 Stunden wurde mit Toluol desinfiziert. Die Enzymlésung 
war gewohnlich erst knapp vor Anstellung des Versuches dem Eisschrank 
entnommen, durch ein gehirtetes Filter von der Proteinfillung und dem 
Toluol abfiltriert (Schl. Schill 575) und in Eis gestellt worden. Der Enzym- 
zusatz erfolgte immer zuletzt. Die p,-Kontrolle wurde in der Regel vor 
und nach dem Versuch mit Indicatorpapier vorgenommen. Die pq-Messungen 
zur Fig. 2 erfolgten jedoch elektrometrisch mit der H,-Elektrode. 

Substrate: In der Mehrzahl der Versuche wurde kiufliches Glykogen 
von Schuchardt verwendet. Vor Gebrauch wurde stets eine 20 mg/ccm 
enthaltende Lésung durch Cellophan etwa 24 Stunden gegen die 75—100 fache 
Menge destillierten Wassers dialysiert. Desinfektion mit Toluol. Nach der 
Dialyse wurde vom unléslichen Anteil abzentrifugiert oder abfiltriert. Der 
Glykogengehalt wurde mehrmals, aber nicht in jedem einzelnen Falle be- 
stimmt. Da immer unter ungefihr gleichen Bedingungen gearbeitet wurde, ist 
mit gréBenordnungsmiéBigen Unterschieden von der weiter oben angegebenen 
Zahl, die aus dem Reduktionszuwachs nach Totalhydrolyse mit Siiure 
ermittelt ist, nicht zu rechnen. Jedenfalis spielen die Abweichungen fiir die 
Mehrzahl der Versuche keine Rolle. 


%) Lundsgaard, Biochem. Z. 264, 209 (1933). 
18) EK. Bauer, Diese Z. 248, 213 (1937). 
















































Der 
ohn 
und 
vers 
dial 
dial 
Kige 














Versuche zum phosphorylierenden Abbau des Glykogens. 95 


Weiter wurden auch Kartoffelstirke und deren enzymatische Abbau- 
produkte*) untersucht. Die in der Tab. 10 enthaltenen Angaben seien 
um folgendes erginzt: Die Kartoffelstiirke lieferte bei 100° eine 1°/, ige 
getriibte Lésung, in der sich feine, gallertartige Teilchen unterscheiden 
lieBen. P,O,-Gehalt 0,13°/). Die Dextrine wurden in kaltem H,O geldst 
und ergaben in der Reihenfolge der Tabelle Lésungen von folgender 
Beschaffenheit: triib mit unldslichen Teilchen, gelblich klar, gelblich klar, 
farblos klar, farblos klar, schwach opalisierend, noch schwicher opalisierend. 
Die festen Substanzen hatten folgende Farbungen: schmutzig wei8, gelblich 
weib, gelblich, rein weiB, ebenso, wei’, ebenso. Der P,O,-Gehalt fiir die 
ersten beiden Dextrine betrug 3°/,, vermutlich anorg. P, fiir das 3. Dextrin 
0,5°/,, fiir die beiden weiteren 0,3°/), fiir die letzten fehlen Angaben. Alle 
Dextrine waren durch Unmfiillung gereinigt. 

Enzymlésungen: Fiir die meisten Versuche dienten folgende 
2 Enzyme: 

A. Dargestellt nach Meyerhof. Kaninchen durch Nackenschlag 
getitet, dekapitiert, so gut als médglich entblutet, Muskulatur (Skelett) 
durch die Fleischmithle, mit dem 1'/,fachen Volumen Wasser 1—1'/, Stunden 
bei Zimmertemperatur digeriert, durch ein Koliertuch abgesaugt und unter 
‘Toluol im Eisschrank aufbewahrt. Durch 2 tigige Dialyse dieser Rohlésung 
gegen flieBendes Leitungswasser entstand die Enzymlésung ,,A“. Ihre 
mittlere Aufbewahrungszeit (unter Toluol; Eisschrank) betrug 3'/, Monate 
+ 2 Wochen. 

B. Analog A dargestellt, nur war die Dialysezeit 4 Tage: Die mittlere 
Aufbewahrungszeit betrug 2 Wochen + 1 Woche. 

Weiter wurden auch Lésungen nach Ostern verwendet. Zur ungefiihren 
Orientierung tiber die verschiedenen Enzymlésungen diene die Tab. 1. 

















Tabelle 1. 
y Mole P 
, — | Differenz gegen den 
Nr. | Anmerkung _— Anfangs- Anfangswert nach 
wert —— 
50’ 180’ 
I 0,4 ccm frisch (Meyerhof) 1,36 — 0,10 — 0,16 
2 0,4 cem frisch (Ostern) 1,71 — 0,46 — 0,42 
3 0,5 eem gealtert (Meyerhof) A 1,95 + 0,02 — 0,02 


In der Tabelle sind die Leerwerte (ohne Glykogen) beriicksichtigt. 
Der Ansatz erfolgte in Anlehnung an die Angaben von Ostern u. Mitarb. 
ohne Mg und Adenylsiurezusatz. Die Enzymlésungen in den Versuchen 1 
und 2 sind aus der Muskulatur des gleichen Tieres hergestellt und direkt 
vergleichbar. Enzym 1 warde wie unter A verarbeitet, aber nur 8'/, Stunden 
dialysiert, Enzym 2 nach Ostern verarbeitet und ebenfalls nur 8'/, Stunden 
dialysiert. Die nach Ostern verarbeiteten Enzymlésungen scheinen ihre 
Kigenaktivitét bei der Dialyse schlechter zu verlieren als die weniger 





_*) Herrn Prof. Myrbiick danken wir auch an dieser Stelle sehr fiir 
‘ie freundliche Uberlassung definierter Dextrinpriiparate. 
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schonend aufgearbeiteten Lésungen. Bezeichnenderweise vermégen Koch- 
siifte aus Ostern-Extrakten besser dialysierte Muskelextrakte zu aktivieren, 
Eine nachtriglich verlingerte Dialyse ergab eine nur sehr allmiihliche 
Schwiichung der Eigenaktivitit; vieileicht hingt dieses Verhalten mit dem 
lingeren Verbleiben der 1. Enzymlésung bei saurer Reaktion und héherery 
Temperatur zusammen. Die Enzymlésung des Versuches 8 war der 
Extrakt ,,A“, aber nur 1 Monat gealtert. Es wiire wiinschenswert, die sich he; 
der Enzymdarstellung ergebenden Verhiiltnisse eingehender zu untersuchen, 


Sonstige Reaktionsteilnehmer. Adenylsiiure: gewohnlich wurde 
eine Adenylsiiure verwendet, die dem einen von uns*) vor lingerer Zeit 
freundlicherweise von Prof. G. L. Lautenschliger in Héchst zur Verfiigung 
gestellt worden war. Laut P-Analyse war sie ATP-frei. Dasselbe gilt auch 
fiir Hefeadenylsiure. In einem Fall wurde eine von Dr. Schlenk aus Co- 
zymase dargestellte analysenreine t-Adenylsiure verwendet [Tab. 6 Nr. 1 **)) 
Adenosin war gleichfalls aus Cozymase dargestellt und analysenrein. Inosin- 
siure wurde aus dem krystallisierten Ba-Salz durch Ausfiillung des Ba’ 
mit einem geringen Uberschu8 an Schwefelsiiure und Neutralisieren mit 
NaOH dargestellt. Das Flavin-Dinucleotid war uns von Herrn Prof. Karrer 
zur Verfiigung gestellt und wurde als Ca-Salz verwendet. 

P/Bestimmungen erfolgten nach Teorell in der iiblichen Weise. 
(1 cem der Reaktionsmischung wurde mit 1 cem 10°/,iger Trichloressigsiiure 
enteiweiBt und nach Abschleudern 1 ccm klarer Restlésung verwendet). 
Die Zahlen der Tabellen beziehen sich durchwegs auf 1 ccm Restlésung 
d. h. also auf 0,5 ccm Reaktionsgemisch. 


Abhangigkeit der Glykogenphosphorylierung vom Adenylsauregehalt. 
Tabelle 2. 














y / Mol P 
Nr Mol Adenylsiiure Anfene | | _ Differenz gegen 
ul | nrangs- | den Anfangswert nacl: 
wert 
83/, 166’ 
wn na eee = — 
1 0,000 130 | 000 | ~~ 0,00 
9 0,019 130 041 | 0,48 
8 0,190 1,26 0,70 | O71 
4 1/870 1,93 066 | 0,76 








Die Wirkungsweise der AS ist also katalytisch. Mit geringeren Konzen- 
trationen wurde weder die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit, noch das gleiche 
ReaktionsausmaB erreicht wie mit héheren (Nr. 2, 3). Dies ist verstindlich 
und braucht keineswegs auf Zerstérung der AS zuriickgefiihrt werden”. 


*) E. Bauer. 

**) In derselben Versuchsserie war auch das gewéhnliche Adenylsiiure- 
Priparat gepriift worden. Da identische Werte erhalten wurden, ist von ihrer 
Wiedergabe abgesehen. 
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Wenn angenommen wird, daB der phosphorylierungsfreie Glykogenabbau*) 
(Glykogenase) mit einer konstanten Geschwindigkeit erfolgt, so hat die Ver- 
zogerung des phosphorylierenden Abbaues durch Herabsetzung der Co- 
Enzymkonzentration zur Folge, daB sich die Menge von phosphorylierungs- 
fihigem Substrat gegeniiber den Co-Enzym-reichen Versuchen relatiy stirker 
vermindert. 


Tabelle 2a. 




















0’ 70’ 140’ 
Ohne Adenylsiiure . . | Rotviolett Rotviolett Rotviolett | Gelb 
0,006 g-mol. Adenylsiure . ” ‘5 “ ay 
0.017 ” 9 7) ” ” 9 
0.035 - - aufgehellt aufgehellt . 

















Einflu8 von Magnesium und Mangan. Wie aus Tab. 3 hervorgeht, 
scheint Mn einen zusitzlich aktivierenden EinfluB zu haben. Trotzdem 
wurde aus technischen Griinden (weil die Mn-Phosphatsalze unléslicher sind 
als die Mg-Salze) meist Mg allein angewendet. 


Tabelle 3. 























y-Mole P 

te Jusats — _| Differenz gegen den 
' ym | Anfangs- A nfangswert nach 
Se eres Wane ren 

a . : = 80° | 150’ | 
1 |Ohne Magnesium. ..... A 1,25 — 0,32 | — 0,59 
2 |m/1000 + ” 1,34 — 0,45 | — 0,70 
3 }m/100 ‘ ‘i 1,21 — 0,59 | — 0,79 
4 |m/100 * m/1000-Mn ” 1,21 — 0,72 | — 0,80 


Uber das Wesen der zweifellos erfolgenden Aktivierung, die, obwohl 
nur gegen Leitungswasser dialysiert wurde (oder eben deshalb?) deutlich 
erkennbar ist, kénnen wir uns hier nicht aussprechen. Beziiglich der Funk- 
tion des Magnesiums im Falle der Pyrophosphatase vgl.'%). Erwihnt sei, 
daB zB. Lohmann’) eine Aktivierung, Schiffner und Specht®) fiir 
Hefe dagegen keine Wirkung beobachten konnten. 

Wasserstoffionenkonzentration und Phosphorylierung. Die opti- 
male Wasserstoffkonzentration ist fiir enzymatische Prozesse bekanntlich 
kein unbedingtes Charakteristikum. Wir erinnern an die alten Befunde 


Parnas sagt in den Ergebnisse der Enzymforschung 8. 79: ,,Der 
Skelettmuskel enthilt keine Amylase: . . . und das Verschwinden des Gly- 


kogens ist eine Folge der Phosphorolyse und nicht der Hydrolyse“. Wir 
Wissen nicht, in welcher Weise Parnas das Verschwinden von Glykogen 
konstatiert hat. Es ist freilich nicht ausgeschlossen, daB in der Tab. 2a ein 
stationirer Zustand vorliegt, in dem einer P-Veresterung eine gleichzeitige 
P-Abspaltung koordiniert ist. Wir halten diese Erklirung fiir rein formal. 


CCLYV. 7 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Substratkonzentration und Phosphorylierung. In der zitierten 
Arbeit ?°) erértern Kendal und Stickland die Kinetik der Polysaccharid. 
phosphorylierung. Die rasche Abnahme der Reaktionsgeschwindigkcit 
glauben sie auf spontane Enzymzerstérung zuriickfiihren zu kénnen. 
Gegebenenfalls kommt auch Co-Fermentzerstérung in Betracht. Wir haben 
beziiglich unseres Reaktionssystems eine andere Auffassung. Tab. 4 zeigt, 
in welcher Weise die Reaktion von der Substratmenge abhiingt. 
































Tabelle 4. 

s y-Mole P - 
Ir, A k Differenz gegen den 
ia ne Anfangs Anfangswert nach 

wert |—— 7 

. = 60° | 130° | 570 
1 | 3,3 7-Mol | Glykogen. . «| 1,04 — 0,56 | —0,65 | — 0,75 
2 | 1,6 y-Mol . / |. 1,04 — 0,37 | —0,43 | — 0,47 
3 0,8 y-Mol ss hole: 1,08 | — 0,21 — 0,24 | — 0,24 
4 | 0,4 y-Mol a a ie ~008 | +011 | =— 
5 | 0,0 y-Mol «wae ae — 0,02 | —0,01 | + 0,03 





Fiir Abknicken der Reaktionskurve kénnen weder Enzym- noch Co: 
Enzym-Zerstérung verantwortlich gemacht werden, wie ganz deutlich in 
Tab. 5 zum Ausdruck kommt. Aber auch andere Versuche iiber die Stabilitit 
des Glykogenphosphorylierungs-Systems, auf die wir erst spiter zuriickkommen 
werden, schlieBen diese Deutung aus. Es sei vorweggenommen, daf wir die 
von Schaffner und Specht (l.c.) mitgeteilte relative Stabilitiét des Enzym- 
systems im alkalischen Bereich bestitigen kénnen. 


von Willstitter und Memmen fiir Magenlipase und die Versuche yon 
E. Bauer’). Natiirlich ist bei komplexeren Prozessen eine eventuelle Ver. 
schiebung des py-Optimums noch mehr in den Bereich des Méglichen geriickt, 
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von Tabelle 5, 
V er- = a 
ckt. §f y Mole P 
Differenz gegen den 
Nr. Anmerkung Anfangs- | pertain nach 
wert | 
70’ 140’ 
i | Ineub., n. 70’ 0,02 cem Glyk. zuges. 135  —0,02 — 0,48 
2 | Sofort 0,02 cem Glykogen. . . . 1,40 — 0,44 — 0,48 
3 5 9,04 cem - am 142 | — — 0,79 
4 » 0,02 cem a 142 | —0,48 — 0,80 
nach 70’ weitere 0,02 ccm . 


Der Versuch wurde mit Mg/Mn-Mischung und 0,19 y Mol Adenylsiiure 
angestellt. 


Wirksamkeit verschiedener Nucleotide. Tab. 6 gibt eine Ubersicht 
liber die Wirksamkeit verschiedener Nucleotide bzw. Nucleoside. 


Tabelle 6. 














y Mole P 
ten pata ements a 
vy ; — Differenz gegen den 
9 Nr. Zusatz Anfangs- | Anfangswert nach 
ceit wert —_—e é iliac — : 
en. 30’ 170’ 
en - = = — = aT NA a 7 — - = = ™ — SY 
et, 1 | 0,1 y-Mole AS (= Adenylsiure). 139 | — — 0,34 | — 0,59 
210,1 4, Adenosin..... 141 | — — 0,02 | 0,00 
3 | 0,1 »  Cozymase..... 1,40 — + 0,02 | — 0,13 
4] 0,1 »  Cozymase inaktiviert 141 | — — 0,05 | — 0,27 
- 18! 30’ | 150’ 
CI i Mas x 136 | —0,29| —0,41 | —0,69 
610,19 ,, AS(Hefe). .... 136  —0,02 | + 0,04 + 0,06 
11000 , ATPa)..... 148 | —0,29 | —0,82| — 0,63 
35° | 220" 
CTO. Been cic 1,32 — — 0,39 | — 0,60 
’ 9]0,19 4, Inosinséiure .. . 1,34 — — 0,07 | — 0,13 
_ 30° | 120’ 
10 | 0,09 ,, Flavin-Nucleotid . 1,31 | — 0,00 | — 0,02 
. it, ao §)63=|6ree 1,31 ii — 0,33 | — 0,61 
rn 1,31 _ 000) — 
Enzym ,,A“, Direkt vergleichbar sind die gruppierten Versuche. Die 
}0- Cozymase ist ein etwa 90°/,iges Priiparat, dessen Aktivitit im Géirversuch 
in vor und nach alkalischer Hydrolyse (3 y Mol/ecm + 1 cem n/83-NaOH 5’— 
tit 100°) bestimmt wurde. Nach dem Erhitzen war die Aktivitit vollkommen 
en verschwunden. 
lie Aus der Tab. 7 ersieht man das Verhalten verschiedener ATP-Priiparate, 
m- deren Molaritét aus dem Gehalt an leicht hydrolysierbarem P (7’) errechnet 
ist. Die P-Analysen der Priparate enthilt Tab. 8. 
7* 
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Tabelle 7. 











y-Mole P_ cae 
a oe An. | Differenz gegen den 
Nr. Zusatz Enzym - | Anfangswert nach 


fangs- | * tala 
wert | 60’ | 120’ | 780’ 











| 
} 


— 0,09 


0,006 y-Mole Adenylsiure A 1,54 | —0,04 | — 0,11 
0,029 ,, a A 1,54 | —0,25 | —0,88 | —0,50 
0,030 , ATP(4).. A 1,54 0,05 | —0,02 | 0,08 


| 
| 

0,006 ,,  Adenylsiure B 1,52 | —0,21 | —0,40 | —0,60 
| 


Poh one || 




















0,029, m B 1,52 | —0,81 | —0,47 | —0,69 
0,030 ,, ATP(.. B 1,52 | —0,23 | —0,82 | —0,58 
60° | 660’ 
7 | 0,006 ,, Adenylsiure A 1,52 | -005| — —0,13 
8 | 0,029 ,, A 1,50 | —022/ — | —0,45 
9 |} 0,029 ,, ATP (3) A 154 —0,09 — | —0,21 
10 | 0,006 ,, Adenylsiure B 1,50 | —0,24 — | 0,59 
11 | 0,029 ,, sf B 148 | ~O88| — | =0,10 
12 | 0,029 ,, ATP (3) B 1,52 | —0,24| — | —0,63 
30 170’ | 
13 | 0,050 ,, ATP (2) A 1,45 | +002! -004/ — 
14 | 0,026 . ATP (1) A 1,47 | —0,13| -036| — 
15 | 0,100 ,, Adenylsiiure | A 1,39  —0,84 | —0,59 
16 | Ohne Adenylsiure A 140  —0,02 | 0,00 — 
17 ¥ : cod cy B 1,40 | —0,00 | 0,00 
Tabelle 8. 
ia Direkt be- | Nach 7 Salz- Nach 
Lg: Peiparet stimmbarer P| siiure Hydrol. | Verbrennung 
1. Altes Priparat..... 36 68 118 
2.| Frischere Priparate. . . 9 69 110 
8. { Verschied. Abfillungen . 9 65 111 
4. (1ceem) gereinigtes Priip. 3 6 99 152 








Die Reinigung des Priiparates 3 erfolgte in folgender Weise: 21 mg 
der frischesten Abfiillung des ATP-Na-Salzes 8 wurden in 4,4 cem H,0 
gelést und eisgekiihlt. Dann wurde mit 2ccm m/10-BaAc. ausgefiillt (py, 5), 
der Niederschlag abgeschleudert, mit 4 cem Wasser gewaschen, Restlésung 
und Waschwasser verworfen. Der Niederschlag wurde nun unter tropfen- 
weisem Zusatz von n/10-HCl gelést, mit 3,3 cem Wasser ergiinzt, und das 
Ba mit einem geringen Uberschu8 von H,SO, ausgefallt. Von der Fillung 
wurde abzentrifugiert und die Restlésung mit verdiinnter NaOH neutrali- 
siert. Der Gehalt an direkt bestimmbarem P in der obigem Tabelle diirfte 
durchwegs infolge der durch die warme Jahreszeit verstirkten Hydrolyse 
der Colorimeter-Probe eine Kleinigkeit zu hoch gefunden sein. 

Au8er dem durchaus ungleichartigen Verhalten der Enzymlésungen A 
und B hinsichtlich ihrer Aktivierungsfiihigkeit durch ATP (vgl. vor allem 
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Nr. 8 und 6) bemerkt man parallel dazu ihre verschiedene Aktivierungs- 
fihigkeit durch Adenylsiure. Zur Erzielung desselben Phosphorylierungs- 
effektes erfordern die beiden Enzymlésungen verschiedene Mengen Adeny]l- 
siure. Das kénnte so gedeutet werden, als ob sich die beiden Enzym- 
jésungen hinsichtlich ihres relativen Verhaltens gegen Adenylsiure und ATP 
nicht grundsitzlich unterscheiden wiirden. Man beachte aber beispielsweise 
Nr. 2 und 3 sowie 5 und 6. Die Enzymlésung A hat eine viel gréBere 
Auf lésungsfihigkeit“. 

Die Versuche geben keinen eindeutigen AufschluB dariiber, ob der 
Muskelextrakt B iiberhaupt befiihigt ist, ATP zu verwerten, d. h. also ATP 
zu spalten. Wir halten es aber fiir wahrscheinlich, daB solche Muskel- 
extrakte hergestel!lt werden kénnen. Die zur Klirung dieser Frage an- 
sestellten Thermostabilitiitsversuche sind noch nicht zum Abschluf ge- 
kommen *). 

Die Tab. 9 zeigt, daB sich ein barytalkalisch verseiftes ATP-Priiparat 
so verhilt, als ob es zu 50°/, aus Adenylsiiure bestehen wiirde. 


Tabelle 9. 














y} Mole P in der Analysenprobe 
Nr — An- | Differenz gegen den 
side re fangs Anfangsw ert nach 

wert | 70’ | 140’ | 12 50’ 
1 | Ohne Adenylsiiure ....... . 4 1,87 | —0,02 /—0,02 —0,00 
2 | 0,006 y-Mole Adenylsiiure . ... . {| 1,37 | —0,07 ; —0,09 | —0,09 
3] 0,017 ,, . «+. « 2 1,85 | —0,19 | —0.94 | —0,20 
1} 0,035 | si .. . +. | 1,85 | —0,26 | —0,85 | —0,42 
510,081 .» ATP verseift. ... . | 1,87 | -0.20 | -0,22 —0,27 
6 | 0,081 __,, ATP nicht vers. . . . | 1,35 0,00 0,00 —0,03 


Die barytalkalische Verseifung wurde folgendermaBen oa ance 
Das ATP-Salz 4 (Tab. 8) wurde mit Barytlésung versetzt (py 9) und 20 Min. 
auf dem siedenden Wasserbad gehalten. Nach Abkibieng wurde mit 
einem geringen Uberschu8 Schwefelsiiure ausgefiillt, neutralisiert, auf das 
3 fache Volumen aufgefiillt und abgeschleudert. Ausgangsmenge 1 cem der 
Lésung 4, Tab. 8. 

Wir zitieren hier Kendal und Stickland®): ,,The significance of 
the ocassional variation in ATP requirement is not known. It is not due 
to a more rapid decomposition of ATP, for one preparation, which gave 
a discrepant concentration curve was found to hydrolyse ATP even more 
slowly than some of those, which gave the more usual concentration 
curve“, Das wird nach dem Vorherstehenden verstindlicher. Auffiillig 
bleibt Kendal und Sticklands Angabe, da8 ATP der Adenylsiiure 7 fach 


) Anmerk. bei der Korrektur: In einer kiirzlich erschienenen Arbeit 
haben Cori und Mitarbeiter [J. of Biol. Chem. 123, 381 (1938)] die ATP- 
Phosphatase adsorptiv abgetrennt. Die Autoren kommen hinsichtlich der 
Rolle der ATP zu mit uns iibereinstimmenden Ergebnissen. 
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iiberlegen erscheint. Das laBt sich mit unseren Ergebnissen nicht ver- 
einbaren. Ist es so, daB in den Kendalschen Versuchen die Adenylsiiure, 
in unseren die ATP eine bevorzugte Destruktion erleidet? Die aufmerk- 
same Durchsicht unserer Versuche lift den letzteren Fall fiir sehr unwabr- y 
scheinlich erscheinen. Um diese Differenz aufzukliren haben wir es unter- ¢ 
nommen, die Kendalschen Enzymlésungen zu reproduzieren, bekamen 
aber nur inaktive Phosphatextraktionen. Beispielsweise war schon die erste 
zur Glykogenphosphorylierung nicht befiihigt, nach entsprechender Er- 
giinzung phosphorylierte sie aber Adenylsiure nach Needham und Pillai", 
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Wir vermuten, daB die ATP im Reaktionssystem der englischen 
Autoren noch andere Funktionen hatte, als die hier beschriebene Co-Ferment- 
funktion der Adenylsiure. Dafiir scheinen uns unter anderem die Ver- 
suche zu sprechen, in denen Kendal und Stickland durch Triosephos 
phat eine zusitzliche Veresterung von anorg. P finden. 6 


Giftwirkung. In Ubereinstimmung mit friiheren Angaben anderer m| 4 
Autoren fanden wir keine Giftwirkung von Jodacetat und Fluorid (m/200), 
weder beziiglich der Reaktionsgeschwindigkeit noch beziiglich des Reak- 8 
tionsausmafes. Phlorridzin hemmte. Eine gewisse Hemmung durch Fluorid = | 
und Jodacetat wurde in einzelnen Fillen nur bei der Aktivierung durch 9] 4 
Cozymase beobachtet. Das scheint uns auf eine Komplizierung der Reak. : 
tion hinzudeuten. Von der Wiedergabe der Hemmungsversuche kénnen wir 
hier absehen. 


Das Reaktionsprodukt. Die Frage nach dem Reaktionsprodukt hat 
uns in der vorliegenden Abhandlung nicht interessiert. Nur in einer 
Stichprobe haben wir festgestellt, dafi das in 90 Minuten entstandene 
Produkt keinen Coriester?’) enthalten kann (7 Minuten-P). 


Partieller Abbau des Glykogens. Die Siiurehydrolyse des Glykogens 
(Fig. 1) wurde in folgender Weise vorgenommen. 

Je 1,2 cem Glykogen wurden mit 1,2 cem 2n-Schwefelsiiure im Ein- 
schmelzrohr auf dem siedendem Wasserbade verschiedene Zeiten erhitzt. 
Dann wurde neutralisiert und ein aliquoter Teil zur jodometrischen Be- 
stimmung*'), ein anderer zum Phosphorylierungsversuch verwendet (Enzym A). 


o S 68 bo 





Wie erwihnt, haben wir mit Speichelamylase analoge Versuche an 
gestellt, wobei uns als Ma des Abbaues die Jodfarbe gedient hat. Sobald 
die Farbe eine eben deutlich werdende Aufhellung erfuhr, was einer kaun 
feststellbaren Zunahme der Reduktionskraft entsprach, war die Phosphory 
lierbarkeit vermindert. Da im Siiurehydrolysenversuch nach 10 Minuten 
Hydrolyse die Glykogenopalescenz vollstiindig verschwunden war (Jodfarbe 
rein gelb), war zu vermuten, daB die Phosphorylierungsfihigkeit des 
Glykogens eher mit der Jodfarbe zusammenhingt. Dafiir spricht auch, 
daB bei milde durchgefiihrter Siurehydrolyse (Jodfarbe) eine geringere 
Einbu8e der Phosphorylierbarkeit beobachtet wurde. 


Daf die Jodfarbe aber auch nicht gut als Anhaltspunkt fiir die Phos 
phorylierbarkeit dienen kann, geht aus der Tab. 10 hervor. 





1) Needham u. Pillai, Biochemic. J. 31, 1837 (1937). 
20) Cori u. Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 34, 702 (1936). 
*1) Gobel, J. of Biochem. 72, 801 (1927). 
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Gew. 


100000? 


2500 
1000 
550 
7000 
2500 
{0000 


7500 


40000? 





Substrat 


Kartoffelstirke 


a, 0-Dextrin 
” 
” 


o-Dextrin 


”? 


6-Dextrin 
” 


Glykogen 








Jod-Farbe 
a , : | 
| | 
0’ | 60’ 120° 1140’ 
) | | 
Blau | Blau | Blau | Viol. 
Gelb | Gelb Gelb | Gelb 
9 » | 9» | 9 
” | ” my | oo” 
Viol. Viol. Viol. | Rot- 
| | gelb 
Gelb | Gelb Gelb | Gelb 
Viol. | Viol. Rot- | Rot- 
| viol. | viol. 
» | 9 | Viol.| rétl. 
| Gelb 
Rot- | Rot- | Rot- ‘Gelb 
viol. viol. viol. | 





— y-Mole P 


An- | Differenz gegen den 


1,87 


170’ | 


_| Anfangswert nach 


1140’ 


— 0,86 
—0,04 
+ 0,04 
—0,08 


-0,41 


— 0,09 
—0,08 


+0,04 


Ks ist darauf hinzuweisen, daB die Fehlerbreite der P-Bestimmung in 
dieser Serie, bedingt durch die groBe Zahl der Ablesungen, erweitert ist. 
Deswegen kann nur dem deutlichen Ausschlag in Nr. 5 reale Bedeutung 
beigemessen werden. 
schlieBen, aufgespalten zu werden. Es ist noch nicht sicher, ob der korre- 


spondierende geringe P-Schwund reell ist und damit zusammenhiangt. 


Das §-Dextrin Nr. 7 scheint, der Jodfarbe nach zu 














Uber die Phosphorylierung des Adenosins durch Hefe 


und die Bedeutung dieses Vorgang’s fiir die alkoholische Garung, 


IIT. Mitteilung’). 


Bildung des Adenosins und Zerfall der Nucleinséure in der Hefe. 
Von 


P. Ostern, J. Terszakoweé und St. Hubl. 





(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Lwéw [Lemberg].) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1938.) 


In den friiheren Mitteilungen dieser Reihe ist die fermentative 
Synthese der Muskeladenylsiure und ihrer héheren Phosphorsiure- 
derivate sowie die Co-Enzymfunktion des Adenosins in der Hefe- 
girung beschrieben worden. Bei diesen Untersuchungen wurde 
beobachtet, daB sowohl ,,aktive“*) Acetontrockenhefe, als auch 
Acetontrockenhefe, welche erst durch Zusatz von Fructosediphosphat 
oder Phosphoglycerinséure ergiinzt werden mu, aus Adenosin 
und anorganischem Phosphat hauptsiachlich die Adenosin-5-poly- 
phosphorsiuren aufbauen, wiahrend freie Muskeladenylsiure nur 
in einem geringen Anteil entsteht. Als wir aber priiparative 
Syntheseversuche mit frischer, plasmolysierter Hefe aufnahmen, 
ergaben sich andere Verhiltnisse in der Ausbeute an freier Adeny]- 
siure und Adenosinpolyphosphorsiiuren. Die Verteilung zwischen 
synthetisierter Adenylsiure und synthetisierten Adenosin-5-poly- 
phosphorsiuren betragt nimlich bei Anwendung frischer Hele 
etwa 5:1. Wenn man ihn so gestalten will wie bei Acetontrocken- 





') P. Ostern u. J. Terszakoweé, I. Mitteilung: Uber die enzymatische 
Synthese von Adenosin-5-monophosphorsiiure (Muskeladenylsiure) aus 
Adenosin. Diese Z. 280, 155 (1937). P. Ostern, T. Baranowski ut. 
J. Terszakoweé, II. Mitteilung: Uber die Phosphorylierung des Adenosins 
durch Hefe und die Bedeutung dieses Vorgangs fiir die alkoholische Girung. 
Diese Z. 251, 258 (1938). 

*) Unter ,,aktiver“ Acetontrockenhefe verstehen wir Priiparate, die aus 
gut geniihrter Hefe dargestellt worden sind und welche ohne jeden weiteren 
Zusatz aus Adenosin und anorganischem Phosphat die Adenylsiure auf bauen 
(vgl. II. Mitteilung). 
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hefe (etwa 1:5), so muB zu den Giransiitzen mit frischer Hefe 
aufer Adenosin und Phosphat noch Zucker oder Fructosediphosphat 
gugesetzt werden. Diese Tatsache kann damit erklirt werden, 
daB — auf Trockengewicht berechnet — mehr Acetontrockenhefe 
als frische Hefe fiir die Synthesen verwendet wurde, so, daB in 
den Ansitzen mit Trockenhefe mehr Phosphatdonatoren fiir die 
Phosphorylierung des Adenosins zur Verfiigung standen. Als zweiter 
Faktor kommt die raschere Dephosphorylierung der Adenosin- 
polyphosphorsaiuren zu Adenylsiiure durch frische Hefe in Betracht. 

Die Geschwindigkeit der Phosphorylierung des Adenosins durch 
frische, plasmolysierte Brauereihefe ist sehr bedeutend; maximale 
Phosphatbindung tritt gewdhnlich schon nach '/,—1 Stunde ein. 
bei Fortsetzung der Incubation (Erschiépfung der Nihrstoffe) findet 
ein Zerfall der gebildeten Adenosinphosphorsiuren statt, welcher 
aber — soweit er die freie Adenylsiure betrifft — im Vergleich 
zum synthetischen AufbauprozeB langsamer verliuft. Diese Be- 
zichungen machen es erklirlich, daB das Verhiltnis Adenylsiure: 
Adenosinpolyphosphorsiiuren durch Zusatz von Nihrstoffen zu- 
sunsten der letzteren verschoben wird, und lassen den aktuellen 
Gehalt der Hefe an Adenylsiure und Adenosinpolyphosphorsiuren 
als Resultat eines Gegenspieles von Aufbau- und Abbauprozessen 
erscheinen. Sie machen es auch verstiindlich, daB wir aus frischer 
Bierhefe weder in friiheren Versuchen, noch jetzt — bei Aufarbeitung 
von 1250 g abgepreBter Bierhefe — Adenosin isolieren konnten. 
Freies Adenosin ist in der frischen Hefe tatsichlich 
nicht vorhanden. 

Ks laBt sich aber in einfacher Weise zeigen, dai Adenosin 
in der Hefe entsteht. Wenn man niimlich dialysierte Aceton- 
trockenhefe (die durch erschépfende Dialyse weitgehend der 
Nihrstoffe beraubt worden ist, und ohne Zusatz von Fructose- 
diphosphorsiiure zur Phosphorylierung von Adenosin nicht mehr 
tahig ist) mit Muskeladenylsiure und Toluol incubiert, so er- 
tolgt Dephosphorylierung der Adenosin-5-phosphorsaure 
Muskeladenylséure) zu Adenosin, welches sich anhiauft. 
Kbenso wie Muskeladenylsiure verhalt sich auch das Adenin- 
nucleotid (Adenosin-3-phosphorsaure); die Geschwindigkeit der 
Dephosphorylierung ist nur wenig geringer. Wihrend einer 16 bis 
20 stiindigen Incubation zersetzt 1 g Acetontrockenhefe in 10 ccm 
Wasser 100mg Muskeladenylsiure oder Adeninnucleotid vollstindig 
zu Adenosin. Die Anhiufung des Adenosins unter diesen Versuchs- 
bedingungen ist dafiir beweisend, daB der weitere hydrolytische 
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Zerfall des Adenosins zu Adenosin und d-Ribose der auf Grund 
der Jonesschen?) Untersuchungen iiber den autolytischen Zer‘a]| 
der Nucleinsiure bei langen Incubationen in ihre Bausteine als 
sicher zu betrachten ist, viel langsamer verliuft, als die Dephos- 
phorylierung der Adenosinphosphorsiuren. Eine Desaminierung 
des Adenosins findet in der Hefe nicht statt, ebensowenig wie die 
Desaminierung der Muskeladenylsiure. Dementsprechend bleilit 
im Laufe von 20stiindigen Incubationen die Summe Adenylsiiure 
+ Adenosin konstant und es verschiebt sich nur die Menge der 
beiden Summanden. Dabei beobachtet man eine deutliche Bildung 
von Ammoniak, welches aber aus anderen Muttersubstanzen — 
wahbrscheinlich Aminosiiuren — stammt. 

Der Zerfall von Adenosinpolyphosphorsiuren, sowie Muskel- 
adenylsiure und Adeninnucleotid zu Adenosin in der Hefe, ist dem 
Zerfall dieser Substanzen in der Herzmuskulatur?) analog. Kin wich- 
tiger Unterschied besteht darin, dai in der Hefe keine Hypoxanthin- 
derivate gebildet werden. Hier wie dort erfolgt aber der rasche 
Zerfall der Adenosinphosphorsiureverbindungen nur bis zu der 
Nucleosidstufe. 


Herzmuskulatur Hefe 
Adeninnucleotid “}denosinpoly- Nucleinsiure Sheedy 


phosphorsiuren , 


| 
Y Y 
Adenosin Muskeladenylsiiure Adeninnucleotid Muskeladenylsiiure 
| i e 
| | \ "i 
Y Y M XK 
Inosin Inosinsdure Adenosin 
Wie friiher gezeigt*) worden ist, gehért das Adenosin zum 
Co-Enzymsystem der Hefegirung. Aus Adenosin und Phospho- 
glycerinsiure, aus Fructosediphosphorsiure und anorganischem 
Phosphat werden die Adenosinpolyphosphorsdiuren, Adenosindi- 
und Adenosintriphosphorsiure aufgebaut, welche nach den Unter- 
suchungen von Parnas und C. und T. Mann‘), Euler’) sowie 
Meyerhof®) fiir den Phosphatkreislauf bei der Hefeglykolyse 
bestimmend sind. Der Abbau der Adenosintri- und Adenosin- 





1) W. Jones, Nucleic acids; Longmans, Green & Co. London 1920. 
*) P. Ostern u. T. Mann, Biochem. Z. 260, 326 (1933). 

8) a. a. O. S. 104. 

4) J. K. Parnas u. C. u. T. Mann, Biochem. Z. 281, 168 (1935). 

5) H. v. Euler, Erg. der Hormon- u. Vitaminforsch. 1, 259 (1928). 

6) Meyerhof, Erg. Physiol. 39, 10 (1937). 
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diphosphorsaure erfolgt aber nicht, wie angenommen wurde, bis 
gu der Adenylsdurestufe, sondern bis zum Adenosin. In der Hefe 
fillt auch der Muskeladenylsiure die Rolle eines Phosphatdonators 
zu). Nach Zusatz von Embden-Kster und Muskeladenylsiure zu 
dialysierter Hefe findet namlich die Bildung des Harden-Young- 
Esters statt, welche ohne Zusatz von Adenylsiure ausbleibt. 
Glucose wird unter diesen Bedingungen nicht phosphoryliert: 
Der Phosphorylierung des Embden-Esters durch Adenylsiure in 
der Hefe entspricht im Muskel die von P. Ostern und J. Guthke?) 
heschriebene Reaktion zwischen dem Emden-KEster und der 
Adenosintriphosphorsaure: 


I. (Muskel): Embden- Ester + Adenosintriphosphorsiure + H,O 
= Harden-Young-Kster + Adenylsiiure + H,PO,. 


il. (Hefe): Embden- Ester + Adenylsiiure = Harden-Young- Ester 
+ Adenosin. 


Wir kénnen nicht mit derselben Bestimmtheit wie fiir den 
Muskel behaupten, daB es sich in der Hefe um eine direkte Phos- 
phatiibertragung ohne Teilnahme anderer Faktoren handelt. Denn 
es gelang uns nicht, in Gegenwart des Embden-Esters eine 
Beschleunigung der Dephosphorylierung der Muskeladenylsiure 
zu Adenosin nachzuweisen, welche auf Grund der oben gegebenen 
Formulierung wahrscheinlich erschien. Andererseits muB in Be- 
tracht gezogen werden, daB in dialysierter Hefe aus Fructose- 
diphosphorsiure, Adenosin und anorganischem Phosphat die 
Muskeladenylsiure wieder aufgebaut wird. Da in dieser Reaktion 
anorganisches Phosphat gebunden wird, so wird fiir die Rephos- 
phorylierung des Adenosins weniger Fructosediphosphorsiure-P 
verbraucht, als durch Phosphatiibertragung aus Adenylsiure ent- 
standen ist. Es ist also durchaus méglich, daB die Bildung von 
Adenosin nicht beschleunigt, obwohl die Synthese des Harden- 
Young-Esters durch unmittelbare Phosphatiibertragung aus der 
Adenylsiure auf den Embden-Ester stattgefunden hat. Diese 
Auffassung findet eine wichtige Stiitze in den Untersuchungen 
von Hevessy, Baranowski, Guthke, Ostern und Parnas’), 
in denen gezeigt worden ist, daB das radioaktive Adenyl- 





') Diese Z. 251, 277 (1937); vgl. auch C. Neuberg, Biochem. Z. 280, 
163 (1935). . 

*) C. r. Soe. Biol. 121, 282 u. 1133 (1936). Sprawozdania Towarzystwa 
Naukowego we Lwowie, T. XVI, H.1; Diese Z. 248, 9 (1936). 
*) Acta Biol. exper. (Pol.) (Deutsch) 12, 34 (1938); Diese Z. im Druck. 
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nimmt. 

Bei der Incubation von dialysierter Acetontrockenhete mit 
Toluol steigt nicht nur die Menge des anorganischen, sondem 
auch des gesamten siureléslichen Phosphats. Diese Zunahme ist 
schon nach 2stiindiger Incubation meBbar, und nach 15—20 Stunden 
ist das gesamte siurelésliche Phosphat gegeniiber der sofort ent. 
eiweiBten Kontrolle ungefihr verdoppelt. In noch stiirkerem Mage 
nimmt der NichteiweiBstickstoff zu. 

Wahrend die groBen Mengen des Reststickstofies hauptsiichlich 
aus EiweiBstoffen der Hefe stammen, erschien es von vornherein 
wahrscheinlich, daf die Zunahme des gesamten siureléslichen 
Phosphats mit einem Zerfall der Hefenucleinsiure in Verbindung 
steht. Diese Vermutung wurde durch Purinanalysen bestitigt. Die 
siiureléslichen Purine (Nucleotide, Nucleoside, freie Purine) nehinen 
bei der Incubation der Hefe sehr rasch auf Kosten der siiure- 
unléslichen (Nucleinsiiure) zu, und nach 23 stiindiger Autolyse ist 
die Nucleinsiiure der Hefe villig eingeschmolzen. Uberraschend 
ist dabei die Geschwindigkeit des Vorgangs, die davon zeugt, dab 
in der Hefe ein machtiges auf die Nucleinsiure eingestelltes Enzym- 
system vorhanden ist. Wie weit geht nun der rasche Abbau der 
Nucleinsiure? Schon aus den oben mitgeteilten Resultaten iiber die 
Dephosphorylierung der Adenylsiiure und des Adeninnucleotids zu 
Adenosin lieB sich mittelbar schlieben, daB die rasche Phase 
des Abbaus zu Nucleosiden fiihrt. Der unmittelbare Beweis 
dafiir wurde durch Bestimmungen von Adenosin vor und nach 
Incubation von dialysierter Hefe gefiihrt. Wiahrend die sofort 
enteiweiBten Kontrollen wenig Phosphat und kein Adenosin ent- 
halten, ist nach 20stiindiger Incubation das anorganische und 
das gesamte siurelésliche Phosphat vermehrt, und das Adenosin 
in einer Menge von etwa 0,4 g pro 100 g Trockenhefe vorhanden. 
Diese Adenosinmenge entspricht der Hilfte des gesamten in der 
dialysierten Hefe vorhandenen Adenosins. Beim Abbau der 
zelleigenen Nucleinsiure entsteht also das Adenosin 
und hiauft sich an, da der weitere Zerfall des Nucleosids 
im Vergleich mit der Geschwindigkeit seiner Bildung 
langsam verlauft. Durch diese Feststellung ist die Beweiskette 
fiir den Umbau der aus dem Zerfall der Nucleinsiure stammenden 
Adenosin-3-phosphorsiiure in die Adenosin-5-phosphorsiure und 
ihre Polyphosphorsiuren (das phosphorylierende Co-Enzymsystem 
der Hefe) geschlossen. 


siure-Phosphat an dem Phosphatumlauf der Hefeglykolyse teil. 
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die Hefenucleinsiure im Vergleich mit den Nucleinsiuren der 
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Hefenucleinsiure 
| 
| (Nucleinasge) 
Y 
Adenosin-3-phosphorsaure 
(Phosphatase) 
¥ 
Adenosin 
1. Oxydoreduktive Phosphorylierung 
+ 2. Phosphorylierung durch Phosphoglycerinsiure 


Adenosin-5-phosphorsiure 


1. Oxydoreduktive Phosphorylierung 


‘ 2. Phosphorylierung durch Phosphatiibertragung 
Adenosin-5-polyphosphorsaiuren 


Wenn wir in Betracht ziehen, daB in der Hefe das Adenosin 
in Nucleinsiurebindung ein Vielfaches der in Form von Muskel- 
adenylsiure und Adenosintriphosphorsiure vorritigen Menge aus- 
macht, und daB es durch einen rasch verlaufenden enzymatischen 
ProzeB in Freiheit gesetzt werden kann, so erscheint die Hefe- 
nucleinsiiure als ein Speicher des phosphorylierenden Co-Enzym- 
systems der Hefegirung. Bei erhdéhter Anforderung an dieses 
System (intensive Gurung) kénnen immer neue Portionen des 
Co-Enzyms auf Kosten der inaktiven, hochmolekularen Nuclein- 
siure entstehen, die im Ruhezustand der Hefe wieder auf- 
gebaut wird. 

Im Zusammenhang damit méchten wir darauf verweisen, dab 
simtliche bis jetzt in der Hefe bekannt gewordenen Co-Enzyme 
(Adenylsiure, Adenosindi- und Adenosintriphosphorsiure, Cozymase, 
desaminierendes Co-Enzym, Cocarboxylase, Lactoflavin) Bausteine 
der Hefenucleinsiure enthalten und manche von ihnen den Bau- 
plan von Nucleotiden aufweisen. Beim Zerfall der Nuclein- 
siure kénnten also auch andere Sprengstiicke als das Adenosin — 
z. B. die Pyrimidinbasen — fir die Bildung anderer Co-Enzyme 
Verwendung finden. Die Vorstellung mag gewagt erscheinen, daB 
eine der Funktionen der Hefenucleinsiure in der Lieferung von 
Co-Knzymen der Garung besteht, aber es kénnen fir ihre Richtig- 
keit manche Argumente angefiihrt werden. Vor Allem, daB die 
Hefenucleinsiure im Gegensatz zur tierischen Nucleinsiure d-Ribose 
enthalt, die fiir den Aufbau von Cozymase, phosphorylierendem 
Co-Enzym und Lactoflavin verwendet werden kann; ferner, daf 
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tierischen Zelle sehr labil ist und so schnell zerfallt, daB diese; 
Vorgang mit der Girung in Verbindung gebracht werden kan) 
(die Vorgirung kénnte man z. B. damit erkliren, daB in diese; 
Periode die Konzentration der Co-Enzyme auf Kosten der Nuclein. 
siure zunimmt?)]. SchlieBlich la8t sich experimentell zeigen, dag 
die Menge der phosphorylierenden Co-Enzyme in der girenden 
Hefe gréBer ist, als in der nicht girenden. Ob zwischen dep 
Konzentrationen der Hefenucleinsiure und der Girungs-Co-Enzyme 
tatsiichlich ein Gleichgewicht besteht, das je nach dem Zustand 
der Girung nach der einen oder anderen Seite verschoben wird, 
dariiber kann nur weitere experimentelle Forschung entscheiden, 


ar ean 
ae ieee aes 


Experimenteller Teil. 


Methoden. Simtliche Versuche dieser Arbeit wurden entweder an 
frischer Bierunterhefe durchgefiihrt, die uns von der Brauerei A. G. Lwéw 
zur Verfiigung gestellt wurde, oder an Acetonhefe, die wir daraus be. 
reiteten. Zur Dialyse wurde Acetontrockenhefe mit der 5fachen Menge 
Wasser im Morser fein zerrieben und dann in bewegten Cellophanschliuchen 
gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. Wéiihrend einer 20stiindigen 
Dialyse wichst das Volumen der dialysierten Hefe um etwa 40°/,. Von 
der Hefeaufschwemmung wurden fiir den Versuch aliquote Mengen ab- 
pipettiert oder abgemessen. Frische Brauereihefe wurde gewaschen und 
scharf abgeprebt, dann in derselben Weise behandelt wie die Trockenhefe. 
Die Incubationen erfolgten (wenn nicht anders angegeben) bei 37° Zu 
jedem Ansatz wurde Toluol hinzugefiigt und zwar etwa 0,5 cem pro 10 cem 
Lésung, die Ansitze wurden 2—3mal in der Stunde geschiittelt. Die FKant- 
eiweiBung geschah stets mit Trichloressigsiiure, wobei die Endkonzentration 
der Siiure 4—5°/, betrug. Im Trichloressigsiurefiltrat oder Riickstand 
wurden dann die Bestimmungen nach folgenden Methoden vorgenommen. 

Ammoniak: nach Parnas und Heller’). 

Phosphat: nach Fiske und Subbarow’); die Hydrolysekurve wurde 
in n/1-HCl nach Lohmann‘) aufgenommen. 

Purinbasen wurden in dbnlicher Weise bestimmt, wie dies von 
Parnas’) fiir den Muskel angegeben worden ist. Das Trichloressigsiure- 
filtrat und der Riickstand wurden gesondert untersucht. Das Trichloressig- 
siurefiltrat, welches Nucleotide, Nucleoside und freie Purine enthilt, wurde 
mit konzentrierter Schwefelsiure bis zu einer Konzentration von 1°/, ver- 
setzt und dann im Autoklaven bei einer Temperatur von 115° 3—38,5 Stunden 
hydrolysiert. Im neutralisierten und filtrierten Extrakt wurden die Purine 
nach Kriiger®) mit Natriumsulfit und Kupfersulfat gefallt, der Kupfer- 
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1) Nach Meyerhof (a. a. O., S. 106) enthilt friseche Hefe nur wenig 
Adenylsiure. 

2) Biochem. Z. 173, 224 (1926). 

3) J. of Biol. Chem. 81, 629 (1929). 

*) Biochem. Z. 202, 466 (1928). *) Biochem. Z. 206, 16 (1929). 
*) Kriiger u. Schmidt, Diese Z. 45, 1 (1905). 
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niederschlag mit heiBem Wasser griindlich ausgewaschen, im siedend heiBen 
Wasser aufgeschwemmt und nach Zusatz von HCl zur kongosauren Reak- 
tion mit H,S zersetzt. Im geliifteten Filtrat wurde die Kriigersche 
Fillung und Zersetzung in der oben angegebenen Weise wiederholt, und 
dann in einem aliquoten Teil des eingeengten Filtrats der Purinstickstoff 
bestimmt. Der Rest der Lésung wurde zunichst auf dem Wasserbad und 
dann im heiBen Luftstrom zur Trockne gebracht und der Riickstand in 
wenig heiBem Wasser geldést. Aus der Lésung wurde das Guanin durch 
Zusatz von Ammoniak bis zu einer Konzentration von etwa 3°, gefillt, 
nach 24 Stunden filtriert und gewogen. Das Filtrat wurde unter éfterem 
Zusatz von Wasser auf dem Wasserbad zwecks Vertreibung von Ammoniak 
eingeengt, auf Methylrot neutralisiert, worauf die Fillung des Adenins als 
Pikrat geschah. Das Adeninpikrat wurde gewogen. 


Der EiweiBriickstand (Nucleinsiure-Fraktion) aus 25 g Trockenhefe 
wurde in 400 cem 2°/, Schwefelsiiure aufgenommen, im Autoklaven bei 115° 
4—5 Stunden hydrolysiert, mit NaOH neutralisiert und filtriert. Im Filtrat 
wurden die Purinbasen in genau derselben Weise bestimmt, wie fiir das 
Trichloressigsiurefiltrat angegeben. 


Adenosin und Muskeladenylsiure. Die enzymatische 
Bestimmung beider Stoffe nebeneinander ist auf folgendem Prinzip 
aufgebaut: Froschmuskelbrei in geringer Menge angewandt (etwa 
50 mg) desaminiert vollstiindig in 1/, Stunde bei 37° bis 4 mg 
Muskeladenylsdiure. In derselben Zeit wurden iquivalente Mengen 
von Adenosin (bis 3 mg) zu weniger als 5°/, desaminiert: anders 
verhilt sich Herzmuskelbrei von Tauben in Phosphatpufferlésungen ?) 
deren Konzentration mindestens 1/,, m ist. Phosphate hemmen 
nimlich die Desaminierungsfaihigkeit des Herzmuskelbreis gegen- 
tiber Adenylsaure, ohne die Desaminierung von Adenosin zu beein- 
flussen. 100 mg Tauben-Herzmuskelbrei spaltet in 1 Stunde bei 
37° bis zu 38mg Adenosin, aber nur etwa 5—8°/, der Aquivalenten 
Menge Muskeladenylsaure*). Man kann also bei Anwendung beider 
Muskelpraparate in der untersuchten Lisung sowohl den Gehalt 
an Adenosin, als auch Muskeladenylsiure ermitteln. Selbstverstiind- 
lich eignet sich die Methode nicht dazu, um kleine Mengen von 
Adenosin neben groBen Mengen von Muskeladenylsiure oder um- 
gekehrt zu bestimmen und die Genauigkeit ist desto gréBer, je 
geringer die Konzentrationsunterschiede zwischen den beiden unter- 
suchten Stoffen sind. GréBere Verschiebungen des Adenylsiure- 
gehaltes zugunsten von Adenosin, wie diejenigen, die in dieser 
Arbeit beschrieben werden, treten aber klar zu Tage, und die 


) Vgl. P. Ostern u. T. Mann, a. a. O., 8.106; P.Ostern, Przeglad 
Fizjologii Ruchu, polnisch, deutsche Zusammenfassung T VI, Nr. 3 (1934). 
*) Adeninnucleotid wird unter diesen Bedingungen nicht desaminiert. 
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— 








Methode ist sicher nicht weniger genau, als die priparative Auf- 
arbeitung. Dabei erméglicht sie ein rasches Arbeiten. Die Aus. 
fiihrung ist wie folgt: 

Kine aliquote Menge des T'richloressigsiurefiltrats (10 oder 
20 ccm) wird mit der 4fachen Menge Athylither 5mal griindlich 
ausgeschiittelt, um den GroBteil der Trichloressigsiiure zu entfernen, 
Die wisserige Phase wird mit festem Natriumcarbonat bis zur 
Rotfirbung von Phenolphthalein versetzt, die Atherreste auf dem 
Wasserbad vertrieben und die Lisung im Apparat von Parnas 
und Heller destilliert, bis die Vorlagen mit Nesslers Reagens 
nicht mehr reagieren. Die ammoniakfreie Lésung wird nun mit 
HCl auf p,,7 neutralisiert und zu einem bestimmten Volumen 
aufgefiillt. Je 4ccm der Lésung werden dann in kleinen Reagenz- 
glischen mit eingeschliffenem Stépsel mit 1 cem m/3-Phosphat 
von p, = 7 und 1 ccm der Muskelsuspension (1 g Herztauben- 
muskel, bzw. 0,5 g Froschmuskel mit 9ccm H,O und etwas Quayrv- 
sand im Porzellanmérser fein zerrieben) versetzt und !/,—1 Stunde 
im Wasserbad bei 37° gedreht. Die Unterbrechung der enzy- 
matischen Reaktion erfolgt durch Zusatz von je 10 ccm gesiittigter 
Boratlésung, worauf das abgespaltene Ammoniak bestimmt wird. 
fin Rédhrchen enthalt als Kontrolle Phosphat, Muskelbrei und 
Wasser. Eine Bestimmung von Ammoniak in der untersuchten 
Lésung ist unnétig, da es vorher durch Destillation mit Na,CO, 
vollstandig entfernt wurde. Aus der Menge des abgespaltenen 
Ammoniaks wird nach Abzug der Kontrolle die Adenylsiure- und 
Adenosinmenge durch Multiplikation mit dem Verhiltnis des Mole- 
kulargewichtes von Adenylsiure bzw. Adenosin zu Ammoniak- 
stickstoff berechnet. 
Die Isolierung der Muskeladenylsiure und Adenosinpoly- 


phosphorsiéiuren geschah nach der Vorschrift von P. Ostern, T. Bara- 
nowski und J. Terszakoweé'). 


Versuche, 


Synthese der Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphorsaure. 


Versuch I. B. I. 200g frisch abgepreBte Bierhefe wurden 
mit 1 Liter 1/,m-Phosphatpuffers und 1 Liter einer 1°/,igen Ade- 
nosinlésung fein vermischt und nach Zusatz von 30 ccm Toluol 
unter lebhaftem Schiitteln 1 Stunde bei 37° incubiert. Enteiweibt 
wurde mit 250 cem 40°/,iger Trichloressigsiiure. Das Filtrat wurde 


1) a. a. O. S. 104. 
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mit 30°/, NaOH auf p,, 9 gebracht und mit 50 ccm einer 25°/,igen 
Ba-Acetatlésung versetzt. Der Ba-Niederschlag und die abzentri- 
fugierte Liésung wurden gesondert auf Muskeladenylsiure ver- 
arbeitet, genau nach der Vorschrift, die in der vorigen Mitteilung 
yon P. Ostern, T. Baranowski und J. Terszakoweé gegeben 
wurde. 


Aus dem Filtrat erhielten wir . . 5g reine Muskeladenylsiure 
Aus dem Niederschlag ...... . » ss 


Versuch II. B. II. 200 g frisch abgepreBte Bierhefe wurde 
mit 1 Liter einer 3°/,igen Glucoselésung in 3/, m-Phosphatpuffer 
in lebhafte Girung gebracht, mit 30 ccm Toluol griindlich um- 
geschiittelt, worauf der Zusatz von 1 Liter einer 1°/,igen Adenosin- 
lésung erfolgte. Dauer der Incubation und weitere Verarbeitung 
wie oben. 


Aus dem Filtrat erhielten wir 0,8g Muskeladenylsiure. Der 
Ba-Niederschlag wurde auf Adenosintriphosphorsdure verarbeitet. 
Erhalten 18 g adenosintriphosphorsaures Barium von einem Rein- 
heitsgrad von etwa 80°/,. Dieses Ba-Salz wurde durch alkalische 
Hydrolyse in Muskeladenylsiure iibergefiihrt. Ausbeute: 5,5 g. 


Dieselben Ausbeuten erhilt man auch, wenn anstatt Zucker 
Fructosediphosphat (ungefahr 15g Na-Salz) verwendet wird. Der 
Ubergang des phosphorylierten Adenosins in Adenosintriphosphor- 
siiure ist dann noch sicherer als im ersten Fall. 


In den Versuchen I und II liegen umgekehrte Ausbeuten 
an Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphorsiure vor. Ohne 
Zusatz von Zucker entsteht zu tiber 80°/, freie Adenylsiure, nach 
Zusatz von Zucker oder noch besser Fructosediphosphat gewinnt 
man fast anschlieBlich Adenosintriphosphorsiure. Diese Zusiitze 
sichern auch eine hohe Ausbeute; bei Verwendung von Hefe allein, 
speziell wenn sie liingere Zeit gestanden hat oder griindlich ge- 
waschen worden ist, kommt es ab und zu vor, daB das Adenosin 
wenig oder gar nicht phosphoryliert wird; aber nach Vorgirung 
mit Zucker oder nach Zusatz von Fructosediphosphat erfolgt aus- 
nahmslos eine ausgiebige Phosphorylierung. Dieses eigentiimliche 
Verhalten von Hefe kann nur darauf zuriickgefiihrt werden, dab 
bei vélliger Erschépfung von Nihrstoffen die Phosphorylierung, 
die entweder durch oxydoreduktive Spaltung von Fructosediphos- 
phorsiure oder Phosphatiibertragung aus Phosphoglycerinsiure 
vermittelt wird, ausbleibt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. 8 
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Versuch zur Isolierung von Adenosin aus frischer Hefe. 


Versuch XXIL, 8. XII. 1937. 1225 g abgepreBte frische Bierhefe 
(Trockengewicht 410 g) wurde mit 4 Liter einer 5°/, igen Trichloressigsiiure 
zerrieben. Das Filtrat wurde auf py 6 neutralisiert und mit neutralem Blei- 
acetat so lange versetzt, bis eine Filtratprobe auf weiteren Zusatz keine 
Triibung mehr zeigte. Der Niederschlag wurde abgeschleudert, mit Wasser 
griindlich gewaschen und verworfen. Die vereinigten Filtrate wurden ab- 
wechselnd mit Bleizucker und Ammoniak behandelt, bis kein Niederschlag 
mehr ausfiel. Nun wurde scharf zentrifugiert, der Niederschlag in 1 Liter 
Wasser aufgeschwemmt und mit H,S zersetzt. Das geliiftete Filtrat wurde 
im Vakuum, zuletzt nach Zusatz von Na,CO, bis zur phenolphthaleinalka. 
lischen Reaktion, zwecks Vertreibung von Ammoniak eingeengt. Das End- 
volumen der Lésung betrug 100 ccm. Obwohl die enzymatische Bestimmung 
von Adenosin in 5 ccm dieser Lésung (also iiber 60 g Hefe) ausgefiihrt 
wurde, lie8 sich kein Adenosin nachweisen. Die restliche Lésung wurde 
mit Pikrinsiure versetzt, aber kein Adenosinpikrat gewonnen. Frische Hefe 
enthilt also kein Adenosin. 


Bildung von Adenosin aus Muskeladenylsiure und Phosphorylierung 
des Embden-Esters durch dialysierte Acetontrockenhefe. 


Tabelle I. 


Versuch XXVII, 22. 2. 1988. 10g Acetontrockenhefe + 50 cem H,0 
wurden 19 Stunden dialysiert. Endvolumen 63 cem. Jeder Ansatz enthiilt 
10 cem Hefeaufschwemmung, 1 ccm Toluol und 0,1¢em 10°/, iges MgCl,+6 H,0, 
auBerdem: 

Ansatz I. 6 ccm (= 75 mg) Muskeladenylsiure + 6 cem H,O 

Ansatz II. 6 ccm (= 75 mg) ” + 4cem 4°/,ige Glucose 
+ 2cem H,O 

Ansatz III. 6 cem (= 75 mg) Muskeladenylsiiure + 4 com Embden- Ester 
(mit 24mg org. P + 1,5 mg anorg. P) + 2cem H,O 

Temp. 37°; py = 7. Incubationszeiten: a= 10, b = 60, ¢c = 120 Minuten. 

= 18 Stunden. Alle Werte sind in Milligramm auf den Gesamtansatz 

berechnet. 












































samt- | Ammo- i sin 

anants| oy | oy | ne | pom [Segeme] Amma] Adgaziatee|Ateos 
Ia | 1,84] 4,05] 4,60] 817] 13,8 | 0,294 2,5 0,48 
Ib | 2,76] 5,70] 6,62] 9,40] 15,2 | 0,488 2,18 0,85 
Ie | 4,41] 7,07] 8,17]10,7 | 17,4 | 0,650 1,75 1,0 
Id }11,6 |13,5 [14,7 | 16,1 | 21,9 | 1,40 0,92 2,03 
Ila | 2,01] 4,05] 4,60] — | 13,8 | 0,276 2,43 0,51 
Ib | 3,16] 5,15] 5,95] 9,57] 15,2 | 0,525 2,13 0,77 
IIe 4,42] 6,80] 8,10] 11,8 17,4 0,780 1,80 1,05 
Ild } 12,5 ]13,7 [15,2 |17,1 | 21,9 | 1,78 0,92 2,28 
Illa | 3,95] 6,15] 8,36]/20,3 | 39,6 | 0,33 2,54 0,44 
IIb | 5,15]11,7 ]17,55]29,6 | 45,1 | 0,875 1,87 0,81 
IIe | 7,45]13,7 | 20,2]33,9 | 46,6 | 1,13 1,66 1,0 
IlId | 19,6 | 24,1 28,7 | 37,3 48,0 1,65 0,77 2,01 
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Tabelle I. 








Ansatz I Ansatz II Ansatz III 
a|b|jecjldja|bjeldjati|b|e (jd 











Adenosin . 9,15 16,1 19,0 |38,6] 9,7 |14,6 20,0 48,4] 8,37/15,4| 19,0/38,1 
Adenylsiure [62,5 [58,3 |48,7 [23,0] 60,8 (53,8 rc 23,0/63,5 45,7) 41,5/19,2 


puPo + + + | 276) 8,86) 8,76) 3,1] 2,59) 2,79 8,68) 2,7 4,41 12,4)12,75 9,1 











Aus der Tab. I und der auf Grund ihrer Werte konstruierten 
T'abelle II ist folgendes ersichtlich: 


Im Laufe der Incubation nimmt in allen 3 Ansitzen das 
Adenosin zu, wahrend die Adenylsiure in demselben MaBe ab- 
nimmt. Die Summe des abspaltbaren Ammoniakstickstoffes beider 
Verbindungen ist in allen Versuchsperioden nahezu konstant und 
betrigt etwa 3 mg. Das wihrend der 18 stiindigen Incubation in 
einer Menge von etwa 1,5 mg gebildete freie Ammoniak kann 
also weder aus Adenosin noch aus der Adenylsiure stammen. 
Seine Muttersubstanz sind wahrscheinlich Aminosiuren, deren 
Konzentration — wie aus weiteren Versuchen hervorgeht — 
wihrend der Incubation michtig steigt. Die Hefe enthilt also 
keine Adenosin- und Adenylsiuredesaminase, waihrend Amino- 
siurendesaminasen vorhanden sind. 


Die Geschwindigkeit der Adenosinbildung aus Adenylsiure 
wird weder durch Zusatz von Glucose noch des Embden- Esters 
deutlich beeinfluBt. In dem Verhalten der einzelnen Phosphat- 
fraktionen machen sich aber charakteristische Unterschiede geltend. 
Kin Teil des Embden-Esters wird in Gegenwart der Adenyl- 
siiure in einen leicht hydrolysierenden Ester (Fructosediphosphor- 
siiure) tibergefiihrt, was mit Glucose nicht der Fall ist. In den 
Ansiitzen I und IT (Adenylsiure allein und Adenylsiure + Glucose) 
ist die Menge des leicht hydrolysierbaren Phosphats (p,,-p,) gering 
und unterliegt im Laufe der Incubation keinen wesentlichen 
Anderungen. Anders im Ansatz III mit Embden-Ester und 
Adenylsiure. Hier nimmt das leicht hydrolysierbare Phosphat 
gegeniiber dem Anfangswert (4,41 mg) nach 1 Stunde um 8 mg 
auf 12,4 mg zu, erhalt sich nach 2 Stunden auf demselben Niveau, 
um nach 18 Stunden auf 9,1 mg abzufallen. DaB der Embden- 
Ester allein ohne Adenylsiure keinen solchen Verinderungen 
unterliegt, geht aus folgendem Versuch hervor: 

8 * 
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Tabelle III. 


Versuch XXVIII, 2. III. 1938. 10 g Acetontrockenhefe in 50 cem H,(0 
wurden 24 Stunden dialysiert. Endvolumen 70 ccm. Jeder Ansatz enthiilt 
5 ccm Hefeaufschwemmung, 0,5 cem Toluol, 0,1 cem 10°/)iges MgCl,. 6 H,0, 
auBerdem: 


Ansatz I. 6 eem H,0O. 

Ansatz II. 3 ccm (= 87,5 mg) Muskeladenylsiure + 2 cem Embden- 
Ester (= 12 mg org. P, 0,75 mg anorg. P) + 1 cem H,0. 

Ansatz III. 4cem H,O + 2cem Embden- Ester. 

Temperatur 37°; py = 7. Incubationszeiten, a = 10, b = 60, ¢ = 120 Mi- 
nuten, d = 20 Stunden. Alle Werte sind in Milligramm auf den Gesamt- 
ansatz berechnet. 


























___ Ansatz I Ansatz II _ | Ansatz Ill 
a | b/c |d albicj;dfaj{|bifiel|d 
po - - -|1,10| 1,59 | 2,04] 4,78] 1,65] 3,28) 4,24 12,1] 1,59) 3,58) 4,83) 10,8 
pr . . -[1,56/2,09/2,42| — | 2,75| 5,92 6,88 — | 2,92) 5,11] 6,30 — 
Po . - «4 1,76) 2,14| 2,58] — | 4,01] 9,30] 9,41) — | 3,74] 6,65) 7,911 — 
Gesamt P| 2,09 | 2,48 | 3,85 | 5,60|19,8 [23,0 23,8 | 26,4]14,8 [17,5 (17,6 | 18,3 
Pso—Po - | 0,66 | 0,55 | 0,49; — | 2,36] 6,02 5,17 — | 2,15] 3,07, 308) — 
reg Mae 




















In diesem Versuch sehen wir im Ansatz mit Adenylsiure 
+ Embden-Ester nach 1stiindiger Incubation dieselbe Zunahme 
des leicht hydrolysierbaren Phosphats gegeniiber dem Anfangswert 
wie im vorigen. Wenn wir die Differenz 6,02 — 2,36 = 3,66 mit 
2 multiplizieren (im vorigen Versuch war der Ansatz 2mal so groS) 
so kommen wir auf nahezu denselben Zuwachs des leicht hydro- 
lysierbaren Phosphats, wie in Tab. IJ. Im Ansatz II], der aus- 
schlieBlich den Embden-Kster enthilt, ist dagegen nur eine ganz 
geringe Zunahme des leicht hydrolysierbaren Phosphats zu ver- 
zeichnen (von 2,15 auf 3,07 mg). Sehr interessant ist das Verhalten 
des anorganischen Phosphats; wie aus der Tabelle ersichtlich 
nimmt er im Ansatz III nicht schneller zu wie im Ansatz I], 
obwohl auBer dem Embden-Ester noch die Adenylsiure als 
Substrat fiir die phosphatasische Spaltung vorhanden ist. Wenn 
wir iiberdies in Betracht ziehen, daB die gebildete Fructose- 
diphosphorsiiure viel schneller in der plasmolysierten Hefe dephos- 
phoryliert wird als die Hexosemonophosphorsiure, so kann von 
einer deutlichen Hemmung der Mineralisierung von Phosphat 
gesprochen werden. Diese Tatsache spricht fiir die eingangs 
erérterte Auffassung, da’ — obwohl eine Beschleunigung der 
Adenosinbildung aus Adenylsiure in Gegenwart von Embden- 
Ester nicht feststellbar ist — doch eine unmittelbare Ubertragung 
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yon Phosphat aus der Adenylsiiure auf den Embden-Ester statt- 
findet, daB aber die Adenylsiure aus Adenosin durch eine oxydo- 
reduktive Phosphorylierung, in der anorganisches Phosphat in 
3indung geht, restituiert wird. Damit wire auch die Hemmung 
dersAbspaltung von anorganischem Phosphat bei gleichzeitigem 
Zusatz von Adenylsiure und Embden-KEster erklart. 

SchlieBlich méchten wir noch auf die deutliche Zunahme des 
gesamten siureldslichen Phosphors (Gesamt-P) hinweisen, welche 
sich in diesem Versuch, ebenso wie im vorigen schon nach 1 Stunde 
seltend macht und im Kontrollansatz, welcher nur Hefe enthilt 
zu einer Verdoppelung der P-Menge fiihrt. Auf diesen Befund 
kommen wir spaiter im Zusammenhang mit der Spaltung der 
Nucleinsiiure zuriick; methodisch ist er deshalb wichtig, weil er 
zeigt, daB der Gehalt der Hefe (dies gilt sowohl fiir frische Hefe, 
als auch Trockenhefe) an siéureléslichem Phosphor fiir jede Ver- 
suchsperiode besonders bestimmt werden muB, und nicht auf Grund 
einer Bestimmung fiir alle anderen Perioden als gleich angenommen 
werden kann. 


Bildung von Adenosin aus Adenosin-5-phosphorsaure (Muskeladenyl- 
séure) und Adenosin-3-phosphorsaéure (Adeninnucleotid ) 
durch dialysierte Acetontrockenhefe. 


Versuch XXVIII B. 2. III. 1938. 10 g Acetontrockenhefe in 50 eem H,O 
wurden 24 Stunden dialysiert. 

Ansatz I.: 10 ccm Hefeaufschwemmung + 6 ccm (= 75 mg) Muskel- 
adenylsiure + 6 ccm H,0O. 

Ansatz II: 10 ccm Hefeaufschwemmung + 6 ccm (= 75 mg) Adenosin- 
3-phosphorsiiure + 6 cem H,0. 

Zu beiden Ansitzen wurde je 1 ccm Toluol hinzugesetzt. Temperatur 37°; 
Pu = 7. Incubationszeiten 0, 2, 20 Stunden. Die Werte sind in Milligramm 
fiir den ganzen Ansatz berechnet. 


Tabelle IV. 
































Incubationszeit 0 2 Stunden | 20 Stunden 
Durch Herzmuskulatur 
Ansatz I. | abspaltbarer Adenosin-N _ — cae 
Adenosin 6,1 22,9 57,0 
Durch Herzmuskulatur 
Ansatz II. abspaltbarer Adenosin-N _ _— _ 
Adenosin 6,1 15,8 47,3 


Dieser Versuch beweist, daB sowohl Muskeladenylsiure als 
auch Adeninnucleotid durch dialysierte — zu Resynthesen aus 
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Mangel an Phosphatdonatoren unfihige — Acetontrockenhele 
rasch zn Adenosin dephosphoryliert wird. Der Abbau der Muskel- 
adenylsiure erfolgt etwas rascher als der des Adeninnucleotids; nach 
20 Stunden sind aber beide Nucleotide praktisch vollstindig de- 
phosphoryliert. Die Anhiufung von Adenosin unter diesen Ver- 
suchsbedingungen (vgl. auch Tab. I) ist nur deshalb méglich, weil 
das Adenosin in der Hefe nicht zu Inosin desaminiert wird und 
weil der hydrolytische Zerfall zu Adenin und d-Ribose im Vergleich 
mit der Dephosphorylierung sehr langsam verlauft. 


Autolyse von Acetontrockenhefe. 
Tabelle V. 


Versuch I. H.: 10 g Acetontrockenhefe in 50 cem Wasser wurde 
20 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert. Endvolumen: 70cem. 15 cen 
Hefeaufschwemmung + 15 cem H,O + 1,5 ccm Toluol wurden im Wasserbad 
bei 37° incubiert. Nach Beendigung der Incubation wurden aliquote Teile 
des Ansatzes in unten angegebenen Zeitabstiinden mit der 4fachen Menge 
5°/, Trichloressigsiure enteiweiBt. Alle Werte sind auf den Gesamtansatz 
d. h. auf 10 g Acetontrockenhefe berechnet. 














Incubationszeit | Anorganischer P Gesamt-P Reststickstoft 
in Stunden in mg in mg in mg 
0 23,5 49,2 105,0 
1 34,2 65,0 210,0 
2 41,1 86,0 254,0 
3 47,4 86,7 307,0 
19 72,0 100,5 553,0 











Autolyse von Acetontrockenhefe. 
Tabelle VI. 


Versuch 2. H.: 23stiindige Dialyse, sonst wie Versuch I. H. 























Incubationszeit | Anorganischer P Gesamt-P Reststickstoft 

in Stunden in mg in mg in mg 
0 14,7 49,2 144,0 

1 18,4 62,5 206,0 

2 22,8 66,2 268,0 

5 33,5 78,0 495.0 

21 50,8 93,9 525,0 

32 58,8 95,4 590,0 











Aus den Werten der Tab. V und VI ersieht man, wie rascl 
in der dialysierten Acetontrockenhefe die Autolyse fortschreitet. 
Nach 20 Stunden sind beinahe maximale Zahlen fiir den anorga- 
nischen und Gesamt-Phosphor erreicht. Die gewaltigen Mengen des 
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Reststickstoffes kénnen zur Hauptsache nur aus Kiweif stammen, 
der Zuwachs an siureléslichem Phosphat ist aber — wie aus den 
folgenden Versuchen hervorgeht — zu einem wesentlichen Teil 
auf Kosten des Zerfalls der Nucleinsiure zu setzen. 


Zunahme der sdureldslichen Purinfraktion 
(Nucleotide, Nucleoside und freie Purine) bei der Autolyse der Hefe. 


Versuch VI, H. 1. 1V. 1988. 50 g Acetontrockenhefe in 250 eem H,O 
aufgeschwemmt, wurden 24 Stunden dialysiert. Endvolumen 328 ccm. Die 
Hefesuspension wurde in zwei gleiche Teile geteilt, von denen der erste (I) 
sofort mit 186 cem H,O und 300 cem 10°/,ige Trichloressigsiure versetzt 
wurde’), wiihrend der zweite (II) nach Zusatz von 15 ccm Toluol und 
186 cem H,O 24 Stunden unter 6fterem Umschiitteln bis 37° incubiert wurde. 
Nach Beendigung der Incubation wurde mit derselben Menge Trichloressig- 
siure enteiweiBt, wie in der Kontrolle. Die Niederschlige wurden 2mal mit 
je 100 eem 5°/,iger Trichloressigsiure gewaschen. In den Filtraten wurde 
der anorganische und Gesamt-Phosphor bestimmt: alle Werte sind auf die 
Gesamtansitze, d.h. pro 25 g Trockenhefe, berechnet. 


I. (Vor der Incubation). ..... Po = 78,4mg; Gesamt-P = 151,2 mg. 
II. (Nach der Incubation) .... . Po = 192,8 mg; Gesamt-P = 251,2 mg. 


Die Trichloressigsiurefiltrate (je 800 cem) wurden mit je 5 cem kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt und im Autoklaven hydrolysiert. Nach 
doppelter Kriiger-Fillung wurde in den eingeengten Filtraten der Purin- 
stickstoff im Apparat von Parnas-Wagner bestimmt: 


Vor der Incubation. .... . ... . . 14,7 mg Purin-N. 
Nach der Incubation ......... . 121,38 mg Purin-N. 


Die Lésungen wurden nach Zusatz yon etwas HCl in hei8em Luftstrom 
zur Trockene gebracht, die Riickstinde in heiBem Wasser gelést und das 
(suanin in freier Form, das Adenin als Pikrat isoliert. 


Guanin Adeninpikrat 
Vor der Incubation ....... #£46,2 mg 38,8 mg 
Nach der Incubation. . .... . 104,56 mg 327.5 mg 


Daraus wurden die Stickstoffwerte fiir die beiden Purinbasen berechnet 
(Guanin: C,;H,;N,O, Mol.-Gew. 151, N = 46,35°/,; Adeninpikrat: C,;H,N, 
-C,H,N,0,-H,O, Mol.-Gew. 382, Adenin-N = 18,35°/,): 


Guanin-N Adenin-N N-Summe 
I. 2,87 mg 7,12 mg 9,99 mg 
Il. 48,4 mg 60,1 mg 108,5 mg 


Die aus dem isolierten Adenin und Guanin berechnete Stick- 
stofisumme stimmt mit dem im Filtrat der [[-Kriger-Fiallung 
ermittelten Purin-N gut iiberein. AuSer Guanin und Adenin sind 





1) Um eine méglichst genaue Extraktion zu erzielen, lieBen wir die 
Hefe 15 Stunden mit Trichloressigsiiure stehen, worauf erst filtriert wurde. 
Die incubierte Portion wurde ebenso behandelt. 

















120 P. Ostern, J. Terszakoweé und St. Hubl, 


also keine nennenswerten Mengen anderer Purinbasen vorhanden, 
Das leichte Uberwiegen der Adenins iiber Guanin, das iibrigens 
in den folgenden Versuchen geringer war, kénnte vielleicht damit 
zusammenhiangen, daB in der Hefe auBer der echten Nucleinsiiure, 
in welcher Adenin und Guanin in iquimolekularen Mengen auftreten, 
noch andere adeninhaltige Verbindungen vorkommen, die entweder 
an KiweiB gebunden sind, oder Polynucleotidcharakter haben. 
Dialysierte Acetontrockenhefe enthalt, wenn sie sofort nach 
Beendigung der Dialyse enteiwei®t wird, nur wenig Purinbasen, 


nach 23stiindiger Dialyse wichst die Menge des Purinstoffs um 
iiber 100 mg pro 25 g Hefe. Seine Quelle ist — wie der nichste 
Versuch zeigt — die Nucleinsiure. 


Zerfall der Nucleinséure bei der Hefeautolyse. 


Versuch VII, H. 11. V. 1938. 50 g Acetontrockenhefe mit 250 cem H,0 
im Morser gut verriihrt, wurden 24 Stunden dialysiert. Endvolumen 340 ccm. 
Die Hefesuspension wurde in 2 Teile von je 170 cem geteilt. Portion [I 
wurde mit 180 cem H,O und 350 cem 10°/,ige Trichloressigsiure versetzt, 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen und filtriert. Der Nieder- 
schlag wurde 2mal mit je 100 cem 5°/,iger Trichloressigsiure ausgewaschen. 
Portion II wurde nach Zusatz von 15 ccm Toluol und 180 cem H,O 23 Stunden 
bei 37° incubiert; die EnteiweiBung erfolgte wie in Portion I mit dem 
Unterschied, daB schon nach 8stiindigem Stehen mit Trichloressigsiure 
filtriert wurde (bei der autolysierten Hefe ist eine lingere Extraktion zwecklos). 

Die Filtrate (Fraktion der siureléslichen Purine: Nucleotide + Nucleo- 
side + freie Purine) und Riickstinde (Fraktion der siureunléslichen Purine: 
Nucleinsiuren) wurden gesondert auf Purine verarbeitet, in den Filtraten 
wurde der Rest-N sowie der anorganische und Gesamt-Phosphor bestimmt. 

Alle Werte sind auf den ganzen Ansatz, d.i. 25 g Hefe, berechnet. 


Trichloressigsdiurefiltrat. 


Vor der Incubation: p,= 72,8mg; Gesamt-P = 186 mg; Rest-N= 260 mg. 
Nach der Incubation: p, = 188,0 mg; Gesamt-P = 266 mg; Rest-N = 1496 mg. 


Purin-N vor der Incubation. . . . . 57 mg. 
Purin-N nach der Incubation . . . . 148 mg. 
Isoliert: Guanin Adeninpikrat 
Vor der Incubation. ...... 46 mg 131 mg 
Nach der Incubation .... . . 120,2 mg 342.8 mg 


daraus berechnet: 

Portion I. Adenin-N: 24,1 mg; Guanin-N: 21,3 mg; N-Summe: 45,4 mg. 

Portion II. Adenin-N: 62,9 mg; Guanin-N: 55,6 mg: N-Summe: 118,5 mg. 
Riickstand (Nucleinsiurefraktion). 


Vor der Incubation: 84 mg Purin-N 
Nach ,, ” 4,6 mg 39 
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Isoliert: Guanin Adeninpiktrat 
vor der Incubation 17,7 mg 130,9') 


nach der Incubation: beim Kindampfen der Lésung zur Trockene ver- 
blieb ein so geringer Purinriickstand (4,6 mg N!), daB von einer priipara- 
tiven Auftrennung in Guanin und Adenin Abstand genommen wurde. 

Dieser Versuch zeigt ganz eindeutig, daB die Zunahme der 
siureléslichen Purinfraktion (Nucleotide, Nucleoside und freie Purine) 
durch den autolytischen Zerfall der Nucleinsiure bedingt ist. 
Nach 28 stiindiger Incubation ist die ganze Nucleinsiure zer- 
fallen und wir finden ihren Purinstickstoff quantitativ in der siure- 
lislichen Fraktion wieder. Die Ubereinstimmung zwischen dem 
ermittelten Purin-N und der aus den isolierten Purinen berechneten 
Stickstoffmenge ist befriedigend. Gegeniiber dem vorigen Versuch 
ist in diesem der Anfangsgehalt des Trichloressigsiurefiltrats an 
Purinen héher, was entweder mit der kiirzeren Dialyse oder liangeren 
Kinwirkung der Trichloressigsiure zusammenhingt. Die Zunahme 
wihrend der Incubation ist aber in beiden Versuchen fast die- 
selbe (106,6 mg bzw. 91 mg). Auf 100 g Acetontrockenhefe be- 
rechnet betrigt dieser Zuwachs etwa 400 mg Purin-N. Da in der 
Nucleinséure auf 15 Stickstoflatome 4 Atome Phosphor entfallen, 


4,31 ee 
qq 400 = 236 mg 


Phosphor in siureléslicher Form zu erwarten. In den Versuchen 
Vi.und VII. H. steigt nun wihrend der Autolyse der siurelésliche 
Phosphor um 320 bzw. 400mg pro 100g Hefe, in den Versuchen 
derTabelle VI (ihnliche Incubationszeit) im Mittel um 447 mg. 
Der GroBteil des zuwachsenden saureléslichen Phosphats stammt 
also aus dem autolytischen Zerfall der Nucleinséure. Der rasche 
Anstieg des Gesamt-P in den Versuchen der TabelleI und VI ist 
also fiir den Zerfall der Nucleinsiure beweisend. Nach 5stiindiger 
Incubation ist die Nucleinsiure bereits zur Hilfte eingeschmolzen. 

Die bisherigen Versuche geben noch keine unmittelbare Ant- 
wort auf die Frage, wie weit der Abbau der zelleigenen Nuclein- 
siure bei den gewahlten, verhaltnismaBig kurzen Incubationszeiten 
geht. Mittelbar kann dies aber sowohl aus der Spaltung des Adenin- 
nucleotids zu Adenosin als auch aus dem Anstieg des anorganischen 
Phosphats, welcher parallel zum Anstieg des gesamten saureléslichen 
Phosphors verliuft, erschlossen werden. Den eindeutigen Nachweis, 





so wiire eine gleichzeitige Freisetzung von 


1) Beim Einengen verungliickte ein Teil, so dab die isolierte Menge 
von Adenin um etwa 30°/, geringer ist, als es dem Purin-N entsprechen 
wiirde. 
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daB der rasche Abbau der Nucleinsiure vornehmlich zu Nucleo. 
siden fiihrt, bringt der niichste Versuch. 


Bildung von Adenosin aus der zelleigenen Nucleinsaure 
bei der Autolyse der Hefe. 


10 g Acetontrockenhefe in 50 cem H,O wurden 20 Stunden dialysiert. 
Endvolumen 74 cem. Die Hefeaufschwemmung wurde in zwei gleiche Teile 
geteilt, von denen der eine (I) mit 50 ccm 10°/,iger Trichloressigsiure und 
13 cem H,O sofort enteiweiBt, wihrend der andere nach Zusatz von 13 cem 
H,O und 3 cem Toluol 21 Stunden bei 37° incubiert wurde. Nach Beendigung 
der Incubation wurde mit 50 cem 10°/, iger Trichloressigsiure enteiweilt. 

Die Werte sind auf 10 g Acetontrockenhefe berechnet. 

Po Gesamt-P 


I. Vor der Incubation. . . 16,6 63,2 
II. Nach ,, i i> » 2a 113,6 


Je 30 cem des Trichloressigsiurefiltrats wurden 5mal mit 60 cem Ather 
ausgeschiittelt, die wiBrige Liésung mit festem Natriumcarbonat phenol. 
phthaleinalkalisch gemacht und auf dem Wasserbad ein wenig eingeengt. 
Nun wurde im Apparat von Parnas und Heller das Ammoniak abdestilliert, 
die Lésung neutralisiert und auf 30 ccm wieder aufgefiillt. Je 10 cem der 
ammoniakfreien Lésung wurden mit 1 ccm ?/,m-Phosphatpuffers von p,=7 
und 1ccm (= 200 mg) Herzmuskelbreisuspension bei 37° 1 Stunde incubiert. 
Abspaltbares NH;-N nach Abzug der Kontrolle: 


I. Vor der Incubation: 0 
II. Nach ,, " 0,095 


Auf 100 g Acetontrockenhefe berechnet gibt dies: 
19 mg abspaltbaren NH,-N (= 95 mg Adenin-N) oder 360 mg Adenosin. 


Aus friiheren Versuchen ersieht man, daB bei einer 20 stiindigen 
Autolyse von 100 g Acetontrockenhefe die Fraktion der siure- 
léslichen Purine um ungefihr 160 mg Adenin-N wichst, wobei 
die Nucleinsiure voéllig einschmilzt. 

Da wir nun in unserem letzten Versuch 360 mg Adenosin 
(= 95 mg N) gefunden haben, so bedeutet dies, daB 60°/, des 
gesamten in der Nucleinsiure gebundenen Adenins wahrend der 
21 stiindigen Autolyse der Hefe in das Nucleosid tibergefiihrt 
worden ist. Das Adenosin hiuft sich bei dem autolytischen 
Zerfall der zelleigenen Nucleinsaure ebenso an, wie bei 
Zusatz von Adenosin-3-phosphorsdure zu plasmolysierter 
Hefe. Es bildet demnach eine bevorzugte Abbaustute 
bei dem Zerfall der Nucleinsiure in der Hefezelle. 


Diskussion. 


Als wichtigstes Ergebnis dieser Arbeit erscheint uns die Fest- 
stellung, da8 in der Hefe aus Nucleinsiure in einem rasch ver- 
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laufenden enzymatischen ProzeB Adenosin in Freiheit gesetzt wird. 
Anderseits wird in der Hefe das Adenosin in einem enzymatischen 
Aufbauvorgang durch oxydoreduktive Phosphorylierung (Phosphat + 
Fructosediphosphorsiure) oder Phosphatiibertragung aus Phospho- 
glycerinsiure in die Adenosin-5-Phosphorsiure (Muskeladenylsiure) 
und in ihre Derivate, die Adenosindi- und Adenosintriphosphor- 
siiure tibergefiihrt. Es besteht demnach in der Hefezelle ein Uber- 
gang von der Nucleinsaéure zu den phosphorylierenden Co-Enzymen 
der Girung, der sich in folgenden Reaktionen abspielt: 


Adenosin 


sy 
SN 
Adenosin-3-phosphorsiure Adenosin-5-phosphorsiure 
we 
Nucleinsiure phosphorylierende Co-Enzyme 


Das Adenosin nimmt in dieser Reaktion eine zentrale Stellung 
ein, indem es ein den beiden Kérperklassen gemeinsamer Baustein 
ist. Die Reaktionen, die von der Nucleinsiure zum Adenosin 
fiihren, lassen sich in einfacher Weise von den Aufbaureaktionen 
trennen, in denen aus Adenosin die Adenosintriphosphorsiaure ent- 
steht. Es genitigt naimlich, die Hefe einer lingeren Dialyse zu 
unterwerfen, um sie zur Phosphorylierung von Adenosin unfahig 
zu machen. Diese Fahigkeit kann zwar durch Zusatz von Fructose- 
diphosphat oder Phosphoglycerinsiure restituiert werden, aber ohne 
Zusatz von Nahrstoffen vermag die Hefe nur den Abbau der 
Nucleinsiure und der Adeninnucleotide (Adenosin-3-phosphorsiure 
und Adenosin-5-phosphorsiure) durchzufiihren. Charakteristisch 
fiir den enzymatischen Verfall der Nucleinsiure ist nun die An- 
hiufung von Adenosin. Aus Untersuchungen von Jones wissen 
wir, daB der Abbau der Nucleinsiure bis zu den Purinen geht, 
es sind aber dazu lange Autolysen, die sich iiber Tage hinziehen, 
notwendig. Die Bildung von Adenosin erfolgt dagegen in einer 
raschen Reaktion und es hiuft sich an, weil der weitere Zerfall 
zu d-Ribose und Adenin sehr langsam verliuft. Bei der Spaltung 
der Nucleinsiiure kann in ganz kurzer Zeit so viel Adenosin 
entstehen, daB der Bedarf der Hefezelle an phosphorylierenden 
Co-Enzymen selbst bei groBen Umsatzsteigerungen gedeckt werden 
kénnte. 

Ks mag zunichst sonderbar anmuten, daB die Nucleinsiure 
als eine Muttersubstanz von Co-Enzymen betrachtet wird. Die 
Hefezelle verfiigt ja tiber groBe Synthesenméglichkeiten und baut 
aus Ammoniumsulfat und den einfachen Nihrstoffen der Melasse 
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alle Bestandteile der lebenden Substanz auf. Es wire viel ein- 
facher anzunehmen, daB auch die Co-Enzyme durch unmittelbare 
Synthesen, und nicht durch Abbau der viel komplizierteren Nuclein- 
siure entstehen. Aber ebenso wie die tierische Zelle viele Stoffe 
in hochmolekularer Form aufstapelt, um sie dann _fallweise 
zu verwerten, ebenso kiénnte auch die ans EKiweif gebundene 
Nucleinsiure in der Hefe ein Speicher fiir Substanzen sein, die 
in Freiheit gesetzt, die rasche Bildung von wirksamen Zellkata- 
lysatoren erméglichen. Fiir die Bildung der phosphorylierenden 
Co-Enzyme der Girung ist dieser Weg gegeben, aber es erscheint 
durchaus méglich, daB auch die Konzentration anderer wichtiger 
Co-Knzyme oder Wirkungsgruppen von Enzymen durch den teil. 
weisen Zerfall der Nucleinsiure gesteigert wird. Simtliche bis 
jetzt bekannt gewordenen Co-Enzyme der Hefe (Muskeladenylsiiure, 
Adenosindi- und Adenosintriphosphorsiure, Cocarboxylase, des- 
aminierendes Co-Enzym, Lactoflavin) enthalten Bausteine der Nuclein- 
siure und kénnten im genetischen Zusammenhang mit ihr stehen. 
Die Hefenucleinsiure ist in der Hefe nicht an einen Ort gebunden, 
sondern iiber die ganze Zelle zerstreut. Ihre Konzentration ist 
so hoch, daB selbst ein geringer Zerfall groBe Mengen von 
Co-Enzymen bereitstellen und die Girung in Gang bringen kénnte. 
Sie enthalt im Gegensatz zur tierischen Nucleinsiure d-Ribose, 
also denjenigen Zucker, welcher fiir den Bau mancher Co-Enzyme 
direkt Verwendung findet. Sie ist, schlieBlich, sehr labil und die 
Hefezelle verfiigt iiber ein machtiges Enzymsystem zu ihrer Spaltung, 
neben dem noch rascher wirkenden enzymatischen System zur 
Phosphorylierung von Adenosin. All dies zusammen laBt es wahr- 
scheinlich erscheinen, daB eine der Funktionen der Nuclein- 
siure in der Lieferung von Girungs-Co-Enzymen beruht. Diese 
Funktion kénnte z. B. durch gesteigerte Zuckerkonzentration in 
der Hefezelle aus gelést werden und beim Abfall der Zucker- 
konzentration kénnte dann der eingeschmolzene Teil der Nuclein- 
siure auf Kosten des nun iiberfliissigen Co-Enzymiiberschusses 
restituiert werden. Die Nucleinsiiure wiirde nach diesen Vor- 
stellungen tiatig und regelnd in den Ablauf der Energievorginge 
in der Hefezelle eingreifen. 


Zusammenfassung. 


1, Es wird eine enzymatische Methode zur Bestimmung yon 
Adenosin neben Muskeladenylsiure beschrieben. 
2. Adenosin ist in der frischen Hefe nicht vorhanden. 
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3. Glucose wird durch dialysierte und plasmolysierte Aceton- 
trockenhefe — im Gegensatz zum Embden-Ester — in Gegenwart 
der Muskeladenylsiure nicht phosphoryliert. 


4, Frische, kurz gewaschene Bierhefe synthetisiert aus Adenosin 
und anorganischem Phosphat hauptsiichlich die freie Muskel- 
adenylsiure; nach Zusatz von Glucose oder noch besser Fructose- 
diphosphat, erfolgt die Bildung von Adenosintriphosphorsiure. 
Wird die Hefe dagegen durch erschépfende Dialyse weitgehend 
der Nihrstoffe beraubt, so erfolgt iiberhaupt keine Phosphorylierung 
yon Adenosin. 


5. Dialysierte, zur Phosphorylierung von Adenosin aus Mangel 
an Phosphatdonatoren unfihige Acetontrockenhefe spaltet sowohl 
die Muskeladenylsiure, als auch die Adenosin-3-phosphorsiure 
(Adeninnucleotid) zu Adenosin, welches sich anhiuft, weil die 
weitere Spaltung zu Adenin und d-Ribose nur langsam verliutt 
und die Hefe iiber keine Adenosin-desaminase verfiigt. 


6. Ebenso wie die Adenosin-3-phosphorsiure wird auch die 
zelleigene Nucleinsiiure wahrend der Autolyse von dialysierter 
Acetontrockenhefe rasch zu Adenosin abgebaut. Nach 20 Stunden 
liegt bereits 60°/, des gesamten in der Nucleinsiiure gebundenen 
Adenosins in freier Form vor. 


7. Auf Grund dieser Befunde wird die Vorstellung entwickelt, 
daB eine der Funktionen der Hefe-Nucleinsiiure in der Lieferung 
von Girungs-Co-Enzymen beruht. Diese Vorstellung ist fiir die 
Bildung von phosphorylierenden Co-Enzymen der Garung (Adeno- 
sindi- und Adenosintriphosphorsaure) durch die folgende, experi- 
mentell ermittelte Reaktionskette bewiesen: 


Nucleinsiiure —»> Adenosin-3-phosphorsiiure —> Adenosin 
—» Adenosin-5-phosphorsiiure —> Adenosin-5-polyphosphorsiuren. 


Herrn Prof. Parnas danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit; 
der Firma G. Henning, Berlin fiir die Uberlassung groBer Versuchs- 
mengen von Adenosin, der Brauerei A. G. LwO6w fiir die stets bereitwillige 
Uberlassung von Bierhefe. 
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Methoden zur Herstellung von Citrin”*). 
Von 
A. Szent-Gyorgyi. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1938.) 


Rusznyak und Verf.'), dieselben und Armentano, Bent- 
sath und Béres?) haben gezeigt, daB die Flavanone der Citrus- 
friichte die pathologische Fragilitit und Permeabilitét der kapil- 
laren BlutgefaBe giimstig zu beeinflussen vermégen. Das Gemisch 
dieser Flavanone wurde ,,Citrin“ genannt. Die Art der Wirkung 
dieser Substanz hatte eher den Charakter der Wirkung eines 
Vitamins als eines Pharmakons. Es wurde daher versuchsweise 
auch der Name Vitamin P vorgeschlagen. 


Das Citrin wurde von Bruckner’) und Verf. in seine zwei 
Hauptbestandteile zerlegt. Es wurde gezeigt, daB diese Hesperidin 
und das noch unbekannte Glykosid des Eriodictyols sind. Dieses 
letztere werde ich kurz Eriodictin nennen; es ist ein entmethy- 
liertes Hesperidin. 


Bentsath, Das, Rusznyak*®*) und Verf. zeigten, daB die 
Symptome des experimentellen Skorbuts dnrch Citrin modifiziert 
werden und hierdurch dachten sie den Vitamincharakter dieser 
Substanz bewiesen zu haben. 8.8. Zilva") war aber unfihig, 
diese Versuche zu reproduzieren. Unsere eigenen spiteren Ver- 
suche, die z.T. in Zusammenarbeit mit I. RobeZnieks ausgefiihrt 
wurden, ergaben ebenfalls ein negatives Resultat. Bis die Ur- 
sachen dieser Diskrepanzen aufgeklairt sind, kann den genannten 
Tierversuchen keine Beweiskraft zugemessen werden. Hingegen 
haben die an verschiedenen Stellen ausgefithrten klinischen Ver- 
suche die eingangs erwahnten Beobachtungen bestitigt. Citrin 


*) Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Josiah Macy jr- 
Stiftung, New York, ausgefiihrt. 





ver) 
son 
Die 
sick 
Dia 
Citi 
Ne} 
ver 


Cita 
der 
stel 
Mei 
Bec 
sch. 


und 
dal 
mit 
es 
fark 
Ric 
dies 
Ber 
die 


Hes 
nol 
ein 
der 
unc 
stal 


alsc 


wer 
Die 
rel¢ 
die 

fall 
aus 


Beg 











Methoden zur Herstellung von Citrin. 127 


yermag verschiedene Blutungszustiinde, die nicht auf Thrombopenie, 
sondern auf Verinderung der Kapillarwand beruhen, zu heilen. 
Die sich haufenden Erfahrungen lassen sogar vermuten, daB 
sich diese Wirkung nicht nur auf die typische haemorrhagische 
Diathese vom vaskuliren Typus beschrinkt, sondern da8 das 
Citrin auch bei anderen Blutungszustinden (z. B. haemorrhagische 
Nephritis) einen giinstigen EKinflu8 auf Blutungen auszuiiben 
vermag. 

Die urspriinglich angegebene Methode der Darstellung von 
Citrin?) ist zur Bereitung gréBerer Mengen ganz ungeeignet. Mit 
der Zeit wurden aber in diesem Laboratorium einfachere Dar- 
stellungsmethoden entwickelt, die auch die Herstellung gréBerer 
Mengen gestatten. Mit Riicksicht auf die zweifellose medizinische 
Bedeutung der Substanz seien diese im Folgenden kurz be- 
schrieben. 

Wie erwihnt, besteht Citrin hauptsichlich aus Hesperidin 
und Eriodictid. Unpublizierte Versuche von Armentano zeigten, 
daB Citrin im Tierversuch eine Blutdrucksenkung gibt, die weder 
mit Hesperidin noch Eriodictid erklart werden kann. Dies macht 
es wahrscheinlich, da8 im Citrin noch ein weiterer Benzopyran- 
farbstoff méglicherweise Quercitrin vorhanden ist. In derselben 
Richtung weisen auch Adsorptionsanalysen I. RobeZnieks, Da 
diese Frage aber noch nicht definitiv geklirt ist, werde ich meine 
Bemerkungen auf die zwei erstgenannten Flavanone beschriinken, 
die den gréBten Teil des Citrin ausmachen. 

Die Eigenschaften beider Glucoside sind sehr verschieden. 
Hesperidin ist, wie erwahnt, ein Eriodictid, in dem die eine phe- 
nolische OH-Gruppe methyliert ist. Diese Methylierung bedingt 
eine erhéhte Stabilitat Oxydantien gegeniiber und eine Verschiebung 
der Léslichkeitsverhaltnisse. Hesperidin ist in Wasser unldslich 
und krystallisiert leicht. Eriodictid ist wasserléslich und kry- 
stallisiert nicht. Zum Zwecke intravenéser Verabreichung kann 
also nur letzteres verwendet werden. 

Als Ausgangsmaterial diente die Citrone. Grapefruit ist 
weniger reich an Citrin. Noch weniger enthalten Apfelsinen. 
Die Flavone sind in der Frucht nicht gleichmaBig verteilt. Am 
reichsten ist die Schale, weniger reich der Saft. Dies erdffnet 
die Méglichkeit die Substanzen aus den billigeren, z. T. als Ab- 
fall erhiltlichen Citronenschalen herzustellen. Die Herstellung 
aus Citronensaft ist wegen der gréBeren Menge der wasserlislichen 
Begleitsubstanzen auch viel schwieriger. 





ce 


128 A. Szent-Gyérgyi, 


Die relative Verteilung der beiden Flavanone ist auch je 
nach dem Reifezustand der Frucht verschieden. Wie Bruckner 
und Verf. zeigten sind die unreifen, getrockneten Pomeranzey 
reich an Hesperidin und arm an Eriodictin. Die reifen Citronen 
sind relativ arm an Hesperidin und reichan Eriodictin. Es scheint 
also, daB Hand in Hand mit der Reifung eine Entmethylierung 
des Hesperidins zu Eriodictin vor sich geht. 


Die in diesem Laboratorium gebrauchte Darstellungsmethode 
griindet sich auf folgende Kigenschaften der Flavanone: sie werden 
in saurer Lésung nicht, wohl aber bei neutraler Reaktion durch 
Pb gefallt, sie werden aus wasserarmer alkoholischer Liésung mit 
NaOH oder KOH als Na bzw. K-phenolate niedergeschlagen. 


Methodel. Die reifen Zitronen werden ausgepre8t und die 
Schalen an einer Fleischhackmaschine gemahlen. Der Brei wird 
sogleich mit 96°/, Alkohol iiberschiittet. Auf je 100 kg Brei 
100 Liter Alkohol. Am niichsten Morgen wird an einer Frucht- 
presse ausgepreBt, der Riickstand nochmals mit 50 Liter Alkobol 
extrahiert. Die Extrakte werden vereinigt. Dann wird 2°/, Ba- 
Acetat in Form einer heifen gesittigten waBrigen Lisung zu- 
gegeben, der Niederschlag an der Sharples Zentrifuge abgeschieden 
und verworfen. Dann wird in Form heifer gesiattigter wiBriger 
Liésung 2°/, Pb-acetat zugesetzt, die Fallung abgeschieden und 
verworfen. Zur Fliissigkeit wird NH,OH zugesetzt, bis sie Brom- 
thymolblau deutlich bliut. Die Fallung, die das Citrin enthalt, wird 
an der Sharples Zentrifuge abgetrennt, in 5 Liter 10°/, wiBriger 
Hssigsaure griindlich suspendiert. Der gréBte Teil der Fiallung 
geht hierbei in Lésung. Dann wird unter starkem Riihren wieder 
NH,OH zugesetzt, bis die Lésung mit Bromothymolblau eine lila 
Ubergangsfarbe gibt. Man iiberzeugt sich mit einer kleinen Probe, 
die man abzentrifugiert, daB praktisch das ganze Flavanon sich 
im gelben Niederschlag befindet. Die Fliissigkeit soll bei weiterem 
Alkalisieren einen weifen Niederschlag geben und mit NaOH 
alkalisiert am siedenden Wasserbade keine intensive rote Farbe 
geben. Hat sich noch nicht das ganze Citrin abgeschieden, so 
wird noch Ammoniak zugefiigt. 


Der Niederschlag wird nun an der Zentrifuge abgeschieden 
und zur Entwisserung in etwa 5 Liter 96°/,igem Alkohol sus- 
pendiert, abfiltriert (Biichner), dann nochmals in derselben 
Menge Alkohol griindlich suspendiert, und in Eis gekiihlt. Dann 
wir unter starkem Riihren mit Alkohol verdiinnte (1:10) gekiihlte 
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konzentrierte H,SO, zugegeben, bis die Fliissigkeit eben Kongo 
pliut. Erwirmen wird durch Kihlen hintangehalten. Dann wird 
vom PbSO, abfiltriert, die Fallung mit Alkohol gewaschen. 

Die vereinigten alkoholischen Liésungen (S—9 Liter) werden 
auf 0° gekiihlt und unter starkem mechanischen Riihren mit 
kalter, gesittigter alkoholischer KOH versetzt. Der Zusatz soll 
in dinnem Strahle unter starkem Riihren geschehen. Erwirmung 
wird durch Kihlung hintangehalten. Lauge wird zugesetzt, bis 
die Fliissigkeit gegen Methylrot neutral reagiert. Die Fliissigkeit 
wird itber Nacht bei — 15° belassen, wobei sich ein dickes Ol 
abscheidet. (Ndg. P.) Die kalte, klare Lésung wird abgegossen, 
dann weiter mit KOH versetzt, bis die Lésung Phenolphthalein 
stark rétet. Es scheidet sich nun ein schwerer roter Niederschlag 
ab, der sich beim Stehen élig zusammenballt. Dieser soll mig- 
lichst rasch, bei niedriger Temperatur und unter mdglichst wenig 
Kontakt mit der Luft abgeschieden, und in einer geringen Menge 
(etwa 1/, Liter) 5°/,iges HCl gelést werden. Ist die freie Siure 
neutralisiert, so wird die Fliissigkeit mit konzentrierter HCl an- 
gesiuert, abgegossen und event. neu ersetzt. Die Fliissigkeit wird 
nun mit NaHCO, gegen Lackmus neutralisiert, entsprechend ver- 
diinnt und unter CO, kiihl aufbewahrt. 

Der obengenannte Niederschlag (P) enthilt nicht unbetrichtliche 
Mengen Citrin. Diese kénnen zum Teil derart zuriickgewonnen werden, da8 
man das O] in wenig Wasser lést, auf Methylrot-neutrale Reaktion ein- 
stellt und mit dem etwa 10 fachem Volumen Alkohol fillt. Die Fliissigkeit 
kann dann zur Hauptfraktion zugefiigt und mit dieser weiter verarbeitet 
werden. 

Beim Stehen scheidet sich in einigen Tagen krystallinisches 
Hesperidin aus, das eine konstante Proportion von Eriodictin 
aus der Lésung mitnimmt. Durch Umkrystallisieren kann das 
Hesperidin vom Eriodictin nur schwer befreit werden. Dieser 
Niederschlag ist das unlésliche Citrin, das vorwiegend aus Hesperidin, 
zu geringerem Mabe aus Eriodictin besteht. Die Lésung enthilt 
vorwiegend Eriodictin, zu geringerem MaBe Hesperidin. 

Der Citringehalt der Lésung kann derart anniherungsweise 
bestimmt werden, daB man aus ihr mit Alkohol eine Serie von 
Verdiinnungen herstellt, dann starke HCl- und Mg-Spiine zusetzt. 
Die entstehende Farbe vergleicht man mit einer bekannten alko- 
holischen Lésung festen Citrins, die etwa 1 mg Citrin pro Kubik- 
zentimeter enthilt. Diese alkoholische Lisung kann derart her- 
gestellt werden, daB das feste Citrin in etwas Phenol oder Glycerin 
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unter Erwirmen gelést, dann mit Alkohol verdiinnt wird. May 
kann auch aus Citrin mit etwas NaOH eine starke wiBrige Lésune 
herstellen, die man dann rasch mit Alkohol verdiinnt und 4p. 
siuert. Die Farbe der Standard-Citrinlésung und der untersuch te 
Fliissigkeit ist nicht genau die gleiche. Immerhin kann aber (ey 
Citringehalt der Flissigkeit so anniherungsweise bestimmt werdey, 
Dann kann die Lésung entsprechend verdiinnt, und nach A)})- 
scheidung des Hesperidins in Ampullen gebracht werden. 
Sterilisierung wurde am Seitz-Filter entkeimt und dann jj: 
0,05°/, igem ‘Trikresol versetzt. 

Kine sehr unangenehme Higenschaft des Hesperidins ist s 
langsame Krystallisation, die wir nicht durch Zusiitze hintanhaltey 
oder beférdern konnten. Wartet man selbst Wochen, bevor tan 
in Ampullen einschlieBt, so findet man noch stets, daB sich beim 
weiteren Stehen in den Ampullen Hesperidin abscheidet. Seine 
Menge ist gering, stért aber die intravenése Injektion. In diesem 
Falle zentrifugierten wir die Ampullen in umgekehrter Stelluny 
und spalteten den diinnen Hals der Ampulle beim Offnen samt 
Faliung ab. 

Methode II. 100 kg Citronen wurden zerschnitten aus- 
gepreBt. Die Schalen wurden im Heizraume getrocknet. Die 
getrockneten Schalen wurden gemahlen, in 30 Liter Alkohol sus- 
pendiert, aufgekocht und 20 Minuten im Kochen gehalten. Jer 
Alkohol wurde abgegossen, die Prozedur wiederholt. Die yer- 
einigten Extrakte wurden auf —15° gekiihlt vom Niederschlag 
abgegossen, mit alkoholischer KOH versetzt bis Phenolphthalein- 
alkalisch. Die Fallung wurde in 5 Liter verdiinnter Essigsiiure 
gelist. Die iiberschiissige Essigsiiure enthaltende Lésung wurde 
mit 6°/, Pb-Acetat versetzt, auf 0° gekiihlt, vom Niederschlag 
abgetrennt, dann mit NH,OH neutralisiert. Die Fallung wurde 
mit Alkohol entwissert und dann wie bei Methode I mit H,S0, 
behandelt und dann mit KOH gefillt. Diese Methode wurde fiir 
den Fall ausgearbeitet, daB getrocknete Citronenschalen als Aus- 
gangsmaterial zur Verfiigung stehen. 

Fiir intravenése Verabreichung stellen wir gewohnlich Lésungex 
her, die 25 mg Citrin pro Kubikzentimeter enthielten. 

Die so erhaltenen Lésungen enthalten das Citrin in ziemlicli 
reinem Zustande. Wird von den zugefiigten Salzen abgesehen, 
so besteht der gréBere Teil des Trockengewichtes der Lésung aus 
den Flavanonen. Aus 100 kg Citronen, also etwa 70 kg Schalen, 





am tt 



















Methoden zur Herstellung von Citrin. 


131 


lan wurde etwa 2 Liter 2,5°/,ige Citrin-Lésung und etwa 15 ¢g un- 
me  losliches Citrin erhalten. 
an- Der Saft der Citrone enthilt anniherungsweise 5mal mehr 
ten Ascorbinsiéure als Citrin. Dies diente als Ausgangspunkt der 
ler herapeutisch verwendeten Menge. Ist 250 mg Ascorbinsiiure 
ey, [EF die tagliche therapeutische Dosis von Ascorbinsiiure fiir den 
\b- Menschen, so entspricht dies 50 mg Citrin. 
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Zur Spezifitat der Arginase. 
Von 
K. Felix und H. Schneider. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1938.) 


- 


Die Erfahrungen, welche mit dem Verhalten der Argininsiiure 
im Stoffwechsel gemacht wurden*?°), haben uns veranlaBt die 
Spezifitat der Arginase von Neuem zu iiberpriifen. Wird Arginin- 
siure an Diabetiker oder mit Phlorrhizin vergiftete Tiere verabreicht, 
so scheiden sie mehr Harnstoff und Zucker aus; es tritt also das- 
selbe ein, wie wenn man Arginin gibt. Die Argininsiure kann 
demnach nicht nur oxydativ, sondern auch hydrolytisch abgebaut 
werden. Nach einigen Vorversuchen wird sie von Arginasepriipa- 
raten angegriffen. Dasselbe haben schon vorher H. O. Calvery 
und W. D. Block beobachtet}). L. Hellermann und M.E. Per- 
kins konnten dagegen mit ihrem Arginasepriparat Argininsiiure 
nicht spalten’). Nach den bisherigen Arbeiten®”®1!?) hebt jede 
Anderung an der Guanidin- und Carboxylgruppe die Wirkung der 
Arginase auf; die @-Aminogruppe muB8 zwar vorhanden sein, aber 
eines ihrer Wasserstoffatome kann durch einen Saure- oder Pep- 
tidrest ersetzt sein. Die meisten Versuche sind jedoch bei p,, %, 
dem Optimum der Argininspaltung angesetzt worden. Das a-Mono- 
benzoylarginin wird aber am besten bei p,,7 hydrolysiert. So er- 
scheint es notwendig, auch mit den friiher verwandten Substraten die 
Versuche zu wiederholen und das p,-Optimum fiir eine eventuelle 
Spaltung zu ermitteln. Unsere Arbeit wurde dadurch sehr erleic!i- 
tert, dai uns Herr Thomas in Leipzig seine Priparate zur Ver- 
fiigung stellte. Wir méchten ihm auch an dieser Stelle fiir seine 
groBe Liebenswiirdigkeit danken. 

Wir lieBen Arginase auf folgende Substanzen einwirken: 
Argininsiure, ¢-N-Monomethylarginin, Clupein B und C, e-Benzoy!- 
amino-d-methylguanidovaleriansiiure, Agmatin, ¢-Amino-é-guanido- 
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capronsaure, Guanidinessigsaure, Kreatin und schlieBlich Guanidin 
selbst. 

Die Fermentpriiparate haben wir aus Lebern von Schwein 
Hammel, Rind, Kaninchen und Hund dargestellt. Die Herkunft 
hatte keinen HinfluB auf die Qualitat der Wirkung. Fiir die ein- 
fachen Substrate benutzten wir hauptsiichlich Glycerinextrakte, 
die wirksamer waren als wiibrige Ausziige. Fiir die Versuche mit 
Clupein wurden die Extrakte durch Adsorption an Tonerde Cy 

proteolytischen Fermenten befreit. Letztere bleiben in der 
Restlisung, wihrend der gréBte Teil der Arginase adsorbiert wird 
und durch Glykokollputter wieder eluiert werden kann. Die Spal- 
tung verfolgten wir an der Bildung von Harnstoff mit dem Urease- 
verfahren, Fiir die meisten Substrate wurde das py Optimum ge- 
sondert ermittelt. Dazu wurde der Leberextrakt erst neutralisiert 
die Substanz in wiBriger Liésung zugesetzt und die Mischung 
durch Phosphatpuffer in einigen Fiéllen auch Glykokollpuffer auf 
das gewiinschte p,, gebracht, das vor und nach dem Versuch noch 
in der Chinhydronelektrode elektrometrisch kontrolliert wurde. Die 
Reaktionstemperatur lag zwischen 36 und 40% Zu jedem Haupt- 
versuch setzten wir noch einen Blindversuch an, um die Harn- 
stoffbildung aus dem Extrakt selbst zu bestimmen. Jeden neuen 
Extrakt priiften wir erst auf seine Wirksamkeit an Arginin und 
Argininsiure. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zu- 
summengestellt. 

Tabelle 1. 








Harnstoffbildun y 
Substrat °/, der er Theorie Come 

NC i ES A oh a me 100 9 
Argininsiure _— , tS yk Ah fe oe OE 30—50 7 
d,l-a-N- -Methylarginin Nea 8 oes 40—50 7 
Clupein. . . 40—100 7,8 

«-Benzoylamino- 5. methylguanido- -valeriansiiure 0 
Agmatin ka? ee ee ae 0 
é- Guanido- -(- aminocapronsiure ee . 4 30 7 
Cruanidinessigsiure . . . . na 4 30—50 7 
MOMS 6s he ee eS e ash tS 0 
Ss st F Wick owes. @ aS 3 te) 2 0 








Die Versuche bestiitigen zuniichst die alte Beobachtung, daB 
tir die Wirkung der Arginase eine freie Carboxyl- und Guanidin- 
sruppe notwendig ist. Es scheint iiberhaupt nur auf die Gegen- 
wart dieser beiden Gruppen anzukommen, und die «-Aminogruppe 
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von keiner Bedeutung zu sein, denn sie kann nicht nur einey 
Substituenten tragen (Séurerest oder Methylgruppe) sondern sovar 
ganz fehlen und durch eine Hydroxylgruppe ersetzt sein, wie die 
Spaltbarkeit der Argininsiure anzeigt. Guanidinvaleriansaure stand 
uns leider nicht zur Verfiigung, so da nicht entschieden ist, o}) 
am «-Kohlenstotfatom ein Substituent stehen muB. 

Wahrscheinlich ist die Carboxylgruppe die Haftgruppe ‘iir 
das Ferment. Der Guanidingruppe mui dann im Ferment in ent- 
sprechender Entfernung eine Wirkungsgruppe gegeniiberstehen. 
Auch hinsichtlich des riiumlichen Abstandes der Haftgruppe uid 
der Reaktionsgruppe ist beim Substrat ein gewisser Spielraum 
miglich, da das nachst héhere Homologe des Arginins, die w- 
Amino-é-guanidocapronsaure gespalten wird. Zu diesem Schiluti, 
daB die Liinge der Kohlenwasserstoffkette keine groBe Bedeutung 
hat, wird man besonders durch das Verhalten der Guanidinessiv- 
siure verleitet. 

Zuvor ist aber zu entscheiden, ob es sich immer um dasselle 
Ferment handelt. Es wiire an sich auch mdglich, da neben der 
Arginase noch eine etwas allgemeiner wirkende Guanidinhydrolase 
existiert. Keine der anderen Substanzen wird bei dem Optimum 
der Argininspaltung von Leberextrakt angegriffen. Mit Ausnahie 
des Clupeins werden sie am besten bei p,,7 zerlegt. Doch ist das 
noch kein Beweis fiir das Vorkommen mehrerer Fermente, denn 
auch in anderen Fallen hat man beobachtet, daB sich das p,- 
Optimum mit dem Wechsel des Substrates verschiebt; meistens 
werden dann die anderen weniger vollstiindig und langsamer ge- 
spalten. Das ist auch in unseren Versuchen der Fall. Arginin- 
siiure wird, einschlieBlich der iibrigen spaltbaren Guanidinderivate 
viel langsamer angegriffen und zu einem geringeren Prozentsatz 
zerlegt, als Arginin selbst; sie sind eben fiir die Arginase frem«(e 
Substrate. 

Zur weiteren Entscheidung dieser Frage haben wir den Kin- 
flu8 der Aktivierung durch Mangansulfat*) auf die Hydrolyse der 
Argininsiure und der Guanidinessigsiiure untersucht und mit der 
Argininspaltung verglichen. Die Harnstoffbildung aus Argininsiure 
wird in der gleichen Weise durch das Mangansalz beschleunigt. 
wie die aus Arginin selbst. Dagegen hat das Salz auf die Zer- 
legung der Guanidinessigsiure keinen KinfluB. Es ist also wahr- 
scheinlich, daB die Guanidinessigsiiure durch ein besonderes Fer- 
ment gespalten wird. Der hydrolytische Abbau von Guanidin- 
essigsiiure durch Leberbrei wurde schon von J. Karashima’ 
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festgestellt. Er nahm bereits ein besonderes Ferment, eine Glyko- 
zvamase an, wofiir unsere Versuche eine Bestiitigung liefern. 

DaB Arginase mit Glykozyamase nicht identisch ist, ergibt 
sich noch aus folgender Beobachtung; Extrakte von Hiihnerovarien 
spalten Arginin aber nicht Guanidinessigsiure. 

Zum SchluB sei noch darauf hingewiesen, daB sich die friiheren 
Befunde von der Wirkung der Arginase auf Clupein haben repro- 
duzieren lassen ®). Leberextrakte, die von proteolytischen Fermenten 
befreit waren, haben aus Clupeinmethylesterchlorid so viel Harn- 
stolf abgespalten als dem Methoxylgehalt iquivalent ist, oder etwas 
weniger, je nach der Wirksamkeit der Fermentlésungen. Un- 
cereinigte Leberextrakte sind meistens proteolytisch sehr wirksam 
und spalten aus einem Molekiil Clupein je nach dem Fortgang 
der Proteolyse zwei oder mehr Harnstoftmolekiile ab. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Fermentes. 500 g frische Leber von Hammel, Rind, 
Schwein, Hund und Kaninchen wurden in der Hackmaschine zerkleinert 
und mit 500 cem Glycerin verrihrt, Toluol zugegeben, griindlich gemischt 
und im Eisschrank aufbewahrt. Zum Gebrauch wurde der Extrakt zentri- 
fugiert. Einen Teil der Eiwei8kérper kann man entfernen, wenn man nach 
A. Hunter und J. A. Dauphinée’) in einem Wasserbad yon 62—65° einige 
Minuten digeriert und dann filtriert. Einige Male haben wir statt Glycerin 
Wasser beniitzt, aber weniger wirksame Ausziige erhalten. 

Fiir die Versuche mit Clupein wurde der Extrakt weiter gereinigt. Wir 
haben 700 g Leberbrei mit 700 cem Glycerin und 1 Liter Wasser verriihrt, 
von dieser Mischung 300 cem koliert und auf 1 Liter verdiinnt. 500 cem 
dieses verdiinnten Extraktes wurden mit 80 cem Tonerde C, vermischt und 
zentrifugiert. Aus dem Bodensatz wurde das Ferment mit 300 cem Glyko- 
kollpuffer von py 9 eluiert. 


Versuchsanordnung. Es wurde jeweils eine ganze Reihe von Ver- 
suchen angesetzt. Fiir einen einzelnen Ansatz wurden etwa 10—20 mg 
Substanz in einen Erlenmeyerkolben von 50 cem gebracht, 15 cem m/5- 
Phosphatpuffer, 10 ccm Fermentauszug und einige Tropfen Toluol zugesetzt. 
in jedem Kélbechen wurde vor und nach dem Versuch das py, elektro- 
metrisch gemessen. Es hielt sich auf + 0,1 konstant. Die Kélbchen kamen 
in ein Wasserbad von 36~—40°, im allgemeinen fiir 3 Tage, in einigen 
Versuchen auch fiir kiirzere, in anderen fiir lingere Zeit. In jeder py-Reihe 
wurden noch Leerversuche angesetzt, die nur Fermentextrakt, Puffer und 
an Stelle der Substanzlésung eine gleiche Menge Wasser enthielten. Aus 
dem Material in den Extrakten wurde ebenfalls Ammoniak und Harnstoff 
frei, deren Menge von der Wasserstoffionenkonzentration abhing. Das 
Optimum liegt aber bei einer anderen Wassersioffionenkonzentration wie 
das der Fermentwirkung, wechselte aber von Extrakt zu Extrakt. 

Fiir die Bestimmung des Harnstoffs und Ammoniaks enteiweibten wir 
mit 10°/, Trichloressigsiure in 2°/, Salzsiiure. Es wurde so viel zugegeben, 
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bis sich ein gut absitzender Niederschlag bildete. Das eiweiBfreie Filtrat 
wurde mit Natronlauge auf pj; 7. eingestellt und mit 5 cem Ureaseliisuny 
versetzt. Die Ureaselésung wurde aus 20 g Sojabohnenmehl und 100 ecm 
Wasser bereitet. Die Suspension wurde 1 Stunde geschiittelt und dann zentyi- 
fugiert. Wir lieBen die Urease 1 Stunde bei 40° einwirken und destillierten 
das Ammoniak in 5—10 cem n/20-H,SO,. Es muB etwa 1 Stunde destilliert 
werden. 


Argininsaure. Das friihere Verfahren zur Darstellung der Arginin- 
siure wurde wieder etwas modifiziert. 11 g Silbernitrit wurden in 1 Liter 
Wasser unter vorsichtigem Erwiirmen auf einem Wasserbad von 60° gelist, 
Bei héherer Temperatur zersetzt sich das Nitrit unter Dunkelfirbung. Zu 
der warmen Lésung gibt man unter Turbinieren 10 g Argininhydrochlorid 
in 30 cem Wasser. Nach etwa 10 Minuten ist alles Chlor als Silberchlorid 
gefallt. Die Lésung soll nun nicht mehr alkalisch reagieren. Falls nicht 
alle Chlorionen ausgefiilt sind, mu weiter turbiniert werden, oder man 
setzt 1 g Silbernitrit in 100 cem Wasser langsam zu. Das Silberchlorid wird 
abfiltriert und griindlich ausgewaschen. Bis zu dieser Phase hat sich erst 
Argininnitrit gebildet. Fiir die Desaminierung wird das Filtrat mehrere 
Stunden auf ein siedendes Wasserbad gestellt und einige Siedesteinchen zu- 
gegeben. Wenn kein Gas mehr entwickelt wird, setzt man langsam 20°, 
Schwefelsiure, anfangs nur tropfenweise zu. Vor jedem neuen Zusatz wartet 
man, bis die Gasentwicklung aufgehért hat. Insgesamt braucht man etwa 
5eem. Die Reaktion ist zu Ende, wenn keine Gasblasen mehr auftreten 
und Jodkalistiirkepapicr nicht oder nur mehr schwach gebliut wird. Falls 


die Lésung noch Silberionen enthilt, werden sie mit Schwefelwasserstofi 


gefillt und abfiltriert. Die Schwefelsiiure wird mit Baryt entfernt, das aber 
nicht im Uberschu8 zugegeben werden darf. Bevor das Bariumsulfat ab- 
filtriert wird, liBt man die Mischung einige Zeit auf einem Wasserbad yon 
80° stehen. Der Niederschlag wird gut ausgewaschen und das gelbgriine 
Filtrat unter Erwirmung auf dem Wasserbad mit Tierkoble entfirbt. Zur 
Abscheidung der Argininsiiure engt man im Vakuum bei 60° Badtemperatur 
ein. Der krystalline Riickstand wird mit wenig heiBem Wasser aufgenommen 
und mit Alkohol gefillt. Nach einigen Stunden Stehen im LKisschrank 
scheidet sich die Argininsiiure wieder ab. Sie schmilzt bei 228°. Ausbeute 
8,5 g. Sie list sich in Wasser und Eisessig, nicht Alkohol, Ather und 
anderen organischen Lésungsmitteln. 

Vorversuche haben ergeben, dafi bei der Eimwirkung von 
Fermentextrakt auf Argininsiiure die Bildung von Harnstoff bis 
zum dritten Tage deutlich und von da ab nur mekr wenig an- 
steigt. 

In einer besonderen Versuchsreihe wurde das p,-Optimun 
fiir die Spaltung der Argininsiiure ermittelt. Die Ansitze ent- 
hielten 15 ccm m/5-Phosphatpuffer, 10 com Argininsdurelisung 
(=29 mg Argininsiiure) bzw. 10 cem Wasser in den Leerversuchen 
und 10 ccm Leberextrakt. Die Versuche sind in der folgenden 
Kurve (Fig. 1) zusammengefaft. Die Zahlen neben den Punkten 
bedeuten die Ausbeute an Harnstoffen in Prozenten der Theorie. 
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In der folgenden Tabelle sind einige Versuche zusammen- 


cestellt, bei denen Leberextrakt verschieden lange auf Argininsiure 
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Tabelle 2. 


Es ist ohne weiteres ersichtlich, daB das Optimum der Harn- 





Extrakt 


Wiabrig < 


Glycerin 


























____Harnstoft_ 
ecm n/20-H,SO, 





Ansatz nsenrel 
Stunden 
57,4 mg Argininsiure 
10 ecem Puffer 72 
2 ecm Leberextrakt | 
57,4 mg Argininsdure 
10 cem Puffer | 72 
4cem Leberextrakt 
61 mg Argininsdure | 
10 cem Puffer 79 
3,6 eem Leberextrakt | . 
1,4 cem Wasser 
61,7 mg Argininsiure 40 
8 cem Puffer | 113 
4 ecem Leberextrakt 


er Theorie 


12 


15 


47 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 














auer | —=~—-—sHMarnstoff 
Extrakt Ansatz me gene - 
Stunden | ccm n/20-H,SO, | °/, der Theorie 
61,2 mg Argininsiure : | 
(j 61,2: mg Arg 43 6,44 | 36 

25 cem Puffer 69 8°94 | 47 
12 eem Leberextrakt ” : 
26,4 mg Argininsiiure O4 8 96 31 

Glycerin } 5 eem Puffer 190 4°49 43 
3 cem Leberextrakt . sis : 
51,7 mg Argininsiure " 5 59 7” 
4 ccm Puffer 66 745 48 
6 eem Leberextrakt — 

















Tabelle 3. 
d,1-o-N-Methylarginin. 





























Har F 
Ansatz Dauer ae bo — 
ecm n/20-H,SO, | °/, der Theorie 
17 mg Substrat | 
23,1mg_,, — 1,22 45 
10 eem Putter ( 1a 1,79 . 49 
15 cem Ferment 


Clupein. Wir geben zuniichst 2 Versuche mit ungereinigten 
Leberextrakten wieder. Der erste Extrakt hatte keine proteo- 
lytische Wirkung, muBte also nicht weiter gereinigt werden. Fiir 
den ersten Versuch beniitzten wir ein Priparat von Clupeinmethy!- 
esterhydrochlorid B mit 1,54°/, Methoxyl und fiir den zweiten 
Clupeinmethylesterhydrochlorid C mit 0,60°/, Methoxyl. Zur Ver- 
seifung lieBen wir die Lésungen */, Stunde bei 40° in n-Natron 
lauge stehen, neutralisierten mit n-Schwefelsiiure und fiillten auf 
ein bestimmtes Volumen auf. Die theoretischen Harnstoffwerte 
wurden auf Grund der Annahme berechnet, daB auf ein Mo! 
Methoxy! ein Mol Harnstoff gebildet wird. 


Tabelle 4. 








Dauer 7 ____Harnstott 
Ansatz Pu 
ecm n 20-H,SO, "ls der Theor ; 


Stunden 





Ov 


153 mg Clupein B | 
in 30 cem 











48 7,3 0,82 aé 
15 ecm m/5 Puffer ( 7,6 2,21 73 
10 cem Leberextrakt 7,9 2,90 96 


Bei p,, 7,9 ist praktisch der theoretische Wert erreicht. 
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Der Extrakt in dem zweiten Versuch hatte, wie die meisten 
andern eine deutliche proteolytische Wirkung und machte so mehr 
Argininreste fiir die Spaltung durch die Arginase frei. 


Tabelle 5. 


Dauer Harnstoff 


Ansatz —- - 1h 7" 
eem n/20-H,SO, | °/, der Theorie 








Stunden 


227 mg Clupein C | 











in 20 ecm , 79 6,4 8,22 467 
is cem Puffer m/5 6,9 5,50 313 
10 cem Leberextrakt 73 5,48 311 


Der folgende Versuch wurde mit der Restlisung angesetzt, 
die nach der Behandlung des Leberextraktes mit Tonerde C. 


7 


- verblieb. 


Tabelle 6. 














‘ Dauer 7 | Harnstoft 
eae Stunden | - P# 120-H.SO, | °/ 
. ecm n/20-H,SO, | °/, der Theorie 

(1 6,96 7,01 | 316 

200,2 mg Clupein 7,75 5,64 | 254 

in 20 ccm 79 7,04 7,82 | 352 

: 15 eem m/5-Puffer * 8,07 2,94 | 132 

15 cem Restlésung 7,00 6,32 | 286 

7,65 4,17 | 187 





Nach diesem Versuche und einer Reihe ihnlich ausgefallener 
gelit die proteolytische Wirkung bei der Adsorption in die Rest- 
lésung. Denn auch hier wird mehr Harnstoff gebildet als einem 
Argininrest pro Clupeinmolekiil entspricht. Weiter fallt auf, daB 
die Wirkung bei neutraler Reaktion stirker ist als bei schwach 
alkalischer, d. h. je nither die Reaktion dem Optimum der Kathep- 
sinwirkung (p,, = 4,5) liegt, um so mehr Argininmolekiile werden 
irel. Gegeniiber Argininsiiure war der Extrakt aber wenig wirk- 
sam. Ks wurden etwa nur 10°/, der theoretischen Harnstofimenge 
frei. Wir glauben nicht, daS man daraus schlieBen darf, daB die 
Wirkung auf Arginin und Argininsiure von zwei verschiedenen 
Fermenten besorgt wird. Die Ursache liegt eher darin, daB die 
Restlésung wenig Arginase enthilt, die zwar noch ausreicht, um 
das adaquate Substrat Arginin zu spalten, aber nicht die etwas 
fremdere Argininsiure. 

Den folgenden Versuch haben wir mit einem Eluat des 
Adsorbates an Tonerde C, durch Glykokollpuffer von p, 9 








et ¢ SABER ii NA 


——— 


ee 


140 K. Felix und H. Schneider, 


angesetzt. Wir lieBen es bei verschiedener Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf verseiftes Clupeinmethylesterhydrochlorid C einwirken, 
dessen Methoxylgehalt 0,86°/, betrigt. 


Tabelle 7. 
































iin Dauer " ___Harnstoff 
Stunden 9s ecm n/20-H,SO, | /, der Theorie 

5,3 0 | 0 

184 mg Clupein C | 6,2 0,13 | ( 

in 12 ecm 72 68 0,62 30 

15 cem Eluat | 7,8 0,81 40 

; 8,5 0,38 20 


Der Ausfall dieses Versuches bestiitigt unsere friiheren Er- 
gebnisse®), weicht aber hinsichtlich des p,,-Optimums von ilnen 
ab. Friher fanden wir es bei p,, 8,3 und jetzt bei p,, 7,8. 

Aus diesen und anderen hier nicht wiedergegebenen Ver- 
suchen gewannen wir den Eindruck, daf man aus Leber leicliter 
Extrakte erhilt, die zu viel Harnstoff aus Clupein freimachen, weil 
es nicht immer gelingt, die proteolytische Wirkung zu entfernen. 

«-Benzoylamino-)-methylguanidovalerinsdure. Auf 9,9 mg dieses 
Argininderivates lieBen wir 10 cem Leberextrakt bei verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentration zwischen py 6,8 und 8,2 3 Tage lang einwirken, er 
hielten aber keine Spaltung; im Gegenteil, es entwickelten die Leerversuche 
immer etwas mehr Harnstoff und Ammoniak als die Hauptversuche. 


Agmatinsulfat. Auf 38,6 mg Agmatinsulfat lieBen wir in mebhreren 
Versuchen 8 ccm Leberextrakt 3 Tage lang bei verschiedenen Wasserstott 
ionenkonzentrationen zwischen pj; 6,83 und 7,87 einwirken. In den Haupt- 
versuchen wurde aber nicht mehr Harnstoff entwickelt als in den Leer- 


versuchen. 

«-Amino-e-guanidocapronsdure. Das hdhere Homologe des 
Arginins wird von Leberextrakt gespalten, und zwar mit einem 
deutlichen Optimum bei p,, 7,1, wie aus einer Versuchsreihe sich 
ergibt, die in der nachfolgenden Kurve (Fig. 2) wiedergegeben ist. 

Wir mischten jeweils 15,9 mg Guanidoaminocapronsiiure in 
10 ccm geliést, mit 15 com m/5-Puffer und 10 ccm Leberextrakt 
und lieBen die Ansitze 3 Tage lang stehen. 

In einem anderen Versuch lieSen wir 10 ccm Leberextrakt 
auf 14 mg Guanidoaminocapronsiure in Gegenwart von 15 ccm 
m/5-Puffer von p, 7,0 einwirken und erhielten eine Harnstofi- 
bildung, die 0,77 ccm n/20-Schwefelsiiure entsprach, das_ sind 
38°/, d. Th. 

Guanidinessigsaure. In der ersten Versuchsreihe wurde das 
Py-Optimum fiir die Spaltung der Guanidinessigsiure ermittelt. 
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U- | jeder Ansatz enthielt 10,06 mg der Verbindung in 10 ccm gelést, 
MF 15ccm m/5-Puffer und 10 ccm Leberextrakt. Der Versuch dauerte 


41). Tage. Die simtlichen Versuche sind in der Kurve (Fig. 3) 
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enthalten und zu jedem Punkt die Ausbeute an Harnstoff in 
Prozenten der Theorie angegeben. Man sieht deutlich, daB das 
Optimum bei p,, 7 liegt. 

| In einer zweiten iihnlich angesetzten Versuchsreihe ergab 
sich ein Optimum bei p,, 7,2. 
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Kreatin. Mit Kreatin haben wir 13 Versuche ausgefiihrt und ds 
das py zwischen 5,96 und 7,8 verindert, ohne in 8 Tagen eine Harnsto‘t. 
bildung zu bekommen, welche iiber den Werten des Leerversuches 


K. Felix und H. Schneider, 


Kreatin wird also durch Leberextrakt nicht: hydrolysiert. 


Guanidincarbonat. In 3 Versuchen lieBen wir 10 cem Leberext 
auf 103,1 mg Guanidincarbonat 3 Tage lang bei py 6,86, 7,17 und 7,70 
einwirken. Auch hier lagen die Abweichungen der Hauptversuche von | 


Leerversuchen innerhalb der Fehlergrenze. 


um 


Aktivierungsversuche. Um festzustellen, ob die Spaltung yon 
Arginin, Argininsiure und Guanidinessigsiure durch dasselle 
Ferment herbeigefiihrt wird, untersuchten wir den Einfluf 
Mangansulfat auf den Ablauf der Hydrolysen. 
zerlegung ihr Optimum bei p,, 9 hat, was mit dem Phosphatputicr 
nicht mehr zu erreichen ist, verwendeten wir in diesen Versuchien 
auch fiir Argininsiiure und Guanidinessigsiiure Glykokollputicy, 
gleiche Bedingungen zu erhalten. 


Ansatz: 10 eem 
30 cem 
10 ecm 
10 eem 
30 ecm 
10 ecm 


Tabelle 


es 


Leberextrakt, bzw. + 2 cem m/100-MnSO,, 


Glykokollpufter py = 9, 


Argininlésung (49,2 mg). 


Leberextrakt, bzw. + 2 ccm m/100-MnSO,, 


cod 


Glykokollpuffer p,; = 7, 


Da die Arginin- 





Arginin . 


Argininsiiure 


Ansatz: 10 cem 
10 eem 
15 eem 
10 ecm 
10 ecem 
15 ccm 


Argininsiurelésung (36 mg). 
Tage |— : 
ohne MnSO, | 
— aaa a a 
f 1 63 
| 3 69 
fj} 1 3 
a 7 








Tabelle 9. 


Leberextrakt, bzw. + 2,5 ecm 
Glykokollpuffer p,, = 7, 
Argininsiurelésung (35 mg). 
Leberextrakt, bzw. + 2,5 cem 
Glykokollpuffer p,; = 7, 


Harnstoff, °/, der Theorie 


mit MnSO, 


78 
98 

8 
30 


m/100-MnSO,, 


m/ 100-MnSO, , 


Guanidinessigsiurelésung (13,9 mg). 








Argininsiaure. : 
Guanidinessigsiure . 


der Theorie : 











| mit MnSO, 


ae Harnstoff, °/, 
J age ies A, ; a oF 
ohne MnSO, 
3 20 
3 15 


76 
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S Tage spiiter wurde mit demselben, inzwischen gealterten 
Extrakt der Versuch wiederholt. Argininsiiure wurde in Gegenwart 
von Mangansulfat noch zu 58°/, gespalten, Guanidinessigsiure 
unveriindert zu 15°/,, 

Mit einem anderen etwas wirksameren Extrakt wurden unter 
n ff sonst gleichen Bedingungen 10,1 mg Guanidinessigsiiure ohne 

| Mangansulfat zu 47°/, und mit Mangansulfat zu 46°/, gespalten. 
n In der folgenden Versuchsreihe lieBen wir 3 Tage lang den- 
e # selben Extrakt nebeneinander auf Arginin, Argininsiiure und 
mn & Guanidinessigsiiure mit und ohne Aktivator einwirken. 





- Tabelle 10. 


a Ansatz: 10 cem Leberextrakt, bzw. + 2,5 cem m/100-MnSO,, 
10 cem Phosphatputfer py = 7,4, 
15 cem Argininlésung (29,1 mg). 
10 cem Leberextrakt 
10 cem Phosphatpuffer py = 7, 
15 cem Argininsiurelésung (35,5 mg), 
bzw. + 3,5 cem m/100-MnSQ,. 
10 cem Leberextrakt 
10 cem Phosphatpuffer py = 7 
15 ccm Guanidinessigsiurelésung (13,6 mg). 





Harnstoff, °/, der Theorie 


ohne MnSO, | mit MnSO, 





re 63 69 
Argininsiiure. .. . 42 51 
Guanidinessigsiure . 9 7 


Die Spaltung des Arginins und der Argininsiiure wird durch 
Mangansulfat in ungefihr gleichem Mae aktiviert. Auf die 
Zerlegung der Guanidinessigsiiure hat das Salz dagegen keinen 
influB, scheint sogar etwas zu hemmen. In dieselbe Richtung 
deutet auch der Befund des vorhergehenden Versuches, wo in 
dem gealterten Extrakt die Wirkung gegen Argininsiure stirker 
abgenommen hat als gegen Guanidinessigsiure. 


Spaltung von Arginin und Guanidinessigsiure durch Ovarialextrakte. 

20 g Ovarialsubstanz von Hiihnern wurde mit 20 g Glycerin 
extrahiert und koliert. 8 ccm des Extraktes lieBen wir in Gegen- 
wart von 8 ccm des entsprechenden Puffers auf 18,77 mg Arginin 
und 10,23 mg Guanidinessigsiure in je 10 ccm gelést einwirken. 
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Wiahrend die Guanidinessigsiure iiberhaupt nicht angegriffen wurde, 
bekamen wir aus dem Arginin so viel Harnstoff als 20°/, der 
Theorie entspricht. Auch dieser Befund spricht dafir, daB Arginin 
und Guanidinessigsiure von zwei verschiedenen Fermenten an- 
geeriffen werden. 


Zusammenfassung. 


Die Spezifitat der Arginase ist von neuem abgegrenzt worden 
Fiir ihre Wirkung muB das Substrat eine freie Guanidin- und 
Carboxylgruppe enthalten. Jede Verinderung an diesen beiden 
hebt die Wirkung auf. Beziiglich der @-Aminogruppe besteht ein 
gréBerer Spielraum; sie kann nicht nur einen Siure- oder Peptid- 
rest als Substituenten tragen, sondern auch eine Methylgruppe, 
ja sogar durch eine Hydroxylgruppe ersetzt sein. Auch beziiglich 
der Lange der Kohlenwasserstofikette sind Variationen méglich 
da das niichst héhere Homologe des Arginins, die «-Amiino- 
é-guanidocapronsiure ebenfalls gespalten wird. 

Alle diese Derivate des Arginins werden am besten bei p,, 7 
bzw. zwischen p,, 7 und 8 gespalten und bei dem Optimum der 
Argininhydrolyse nicht angegriffen. 

Die Befunde von Karashima, daB Leberextrakte Guanidin- 
essigsiiure zerlegen, werden bestiitigt. 

Die Hydrolyse von Argininsiure wird durch Mangansulfat 
ebenso beschleunigt, wie die des Arginins. Dagegen hat Mangan- 
sulfat auf die Zerlegung der Guanidinessigsiure keinen Kinflub, 
so daB fiir sie wahrscheinlich ein besonderes Ferment existiert. 
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